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Pseudomonas	 putida	 KT2440	 es	 una	 bacteria	 Gram-negativa	 de	 gran	 importancia	
biotecnológica	debido,	entre	otras	cosas,	a	su	enorme	versatilidad	metabólica	que	le	permite	
utilizar	 multitud	 de	 compuestos	 como	 fuentes	 de	 carbono	 y	 energía.	 El	 uso	 de	 estos	
compuestos	está	 jerárquicamente	 regulado	por	 las	proteínas	Hfq	y	Crc.	Cuando	en	el	medio	
hay	 fuentes	 de	 carbono	 preferentes,	 estas	 proteínas	 inhiben	 la	 traducción	 de	 los	 ARN	
mensajeros	 de	 genes	 implicados	 en	 el	 transporte	 o	 asimilación	 de	 fuentes	 de	 carbono	 no	
preferentes.	 Hfq	 y	 Crc	 se	 unen	 a	 secuencias	 ricas	 en	 adeninas,	 denominadas	 motivos	 CA,	
presentes	 en	 las	 inmediaciones	 del	 sitio	 de	 inicio	 de	 traducción	 de	 los	 ARN	 mensajeros	
susceptibles	 de	 regulación,	 impidiendo	 así	 que	 sean	 traducidos.	 Cuando	 los	 sustratos	
preferentes	se	han	consumido,	Hfq	y	Crc	son	secuestradas	por	los	ARN	pequeños	CrcZ	y	CrcY,	
que	 contienen	 varios	 motivos	 CA	 en	 su	 secuencia,	 y	 la	 traducción	 de	 los	 ARNm	 de	 genes	
implicados	 en	 la	 asimilación	 de	 sustratos	 no	 preferidos	 puede	 tener	 lugar.	 Además	 de	 ser	
sintetizados	 desde	 sus	 propios	 promotores	 PcrcZ	 y	 PcrcY,	 CrcZ	 y	 CrcY	 también	 pueden	
originarse	desde	 los	promotores	de	 los	 genes	 localizados	por	encima	de	ellos.	 En	 la	primera	
parte	de	esta	tesis	doctoral	hemos	estudiado	cómo	tiene	lugar	este	proceso	en	el	caso	de	CrcZ.	
Hemos	 comprobado	 que	 desde	 el	 promotor	 de	 cbrB,	 el	 gen	 anterior	 a	 crcZ,	 se	 origina	 un	
tránscrito	que	contiene	cbrB	y	crcZ	y	que,	tras	ser	procesado	en	un	punto	cercano	al	inicio	de	
transcripción	 de	PcrcZ,	 se	 genera	 un	 tránscrito	 de	 CrcZ	 procesado,	 que	 hemos	 denominado	
CrcZ*,	con	un	tamaño	muy	similar	al	tránscrito	CrcZ	primario.		
En	 la	 segunda	 parte	 de	 esta	 tesis	 doctoral	 hemos	 estudiado	 qué	 otras	 funciones	
ejercen	Hfq	y	Crc,	a	fin	de	entender	mejor	cómo	funciona	su	colaboración.	Mediante	ensayos	
de	transcriptómica	y	proteómica	se	ha	comparado	el	efecto	que	la	inactivación	de	los	genes	crc	
y/o	hfq	 tiene	 sobre	 la	 bacteria	 cuando	 ésta	 crece	 en	 un	medio	mínimo	 con	 succinato	 como	
única	fuente	de	carbono.	Los	resultados	obtenidos	indican	que	el	efecto	de	ausencia	de	Crc,	en	
estas	condiciones,	es	pequeño	e	indirecto,	mientras	que	la	falta	de	Hfq	provoca	un	efecto	más	
amplio.	 En	 las	 condiciones	 analizadas,	 el	mutante	hfq	 presenta	menor	 cantidad	de	 los	ARNs	
pequeños	 PrrF1	 y	 PrrF2	 implicados	 en	 la	 regulación	 del	 hierro.	 Además,	 tiene	 afectada	 la	
expresión	de	numerosos	genes,	entre	ellos	los	relacionados	con	la	producción	y	captación	del	






Pseudomonas	 putida	 KT2440	 is	 a	 Gram-negative	 bacterium	 very	 important	 in	
biotechnology	 due	 to	 its	 great	 metabolic	 versatility,	 which	 allows	 it	 to	 use	 a	 multitude	 of	
compounds	 as	 sources	 of	 carbon	 and	 energy.	 The	 assimilation	 of	 these	 compounds	 is	
hierarchically	 regulated	 by	 the	 Hfq	 and	 Crc	 proteins.	 When	 preferred	 carbon	 sources	 are	
present,	these	proteins	inhibit	the	translation	of	the	mRNAs	of	genes	involved	in	the	transport	
and/or	metabolism	 of	 non-preferred	 compounds.	 Hfq	 and	 Crc	 bind	 adenine-rich	 sequences,	
called	 CA	 motifs,	 located	 adjacent	 to	 the	 translation	 initiation	 site	 of	 the	 target	 mRNAs,	
preventing	 translation	 initiation.	When	 the	preferred	 carbon	 sources	are	 consumed,	 the	Hfq	
and	Crc	proteins	are	sequestered	by	the	small	RNAs	CrcZ	and	CrcY,	which	contain	several	CA	
motifs	 in	their	sequence,	and	translation	of	the	mRNAs	of	genes	 involved	 in	the	transport	or	
metabolism	of	 non-preferred	 carbon	 sources	 can	occur.	 CrcZ	 and	CrcY	 are	 synthesized	 from	
promoters	PcrcZ	and	PcrcY,	respectively.	In	addition,	crcZ	and	crcY	can	also	be	transcribed	from	
the	 promoters	 of	 genes	 located	 upstream.	 In	 the	 first	 part	 of	 this	 doctoral	 thesis	 we	 have	
studied	how	this	process	 takes	place	 in	 the	case	of	crcZ.	We	have	observed	that	crcZ	 can	be	





expression.	 To	 this	 end,	 the	 effect	 of	 the	 inactivation	 of	 the	 crc	 and/or	 hfq	 genes	 when	


























negativas	 del	 grupo	 ϒ-proteobacterias	 (Stanier	 et	 al.,	 1966).	 Son	 bacterias	 con	 genomas	
grandes,	 de	 entre	 6	 y	 7	 Mbp	 con	 alrededor	 de	 5.500	 genes	 (Nelson	 et	 al.,	 2002),	 y	
metabólicamente	muy	versátiles,	capaces	de	utilizar	más	de	100	tipos	de	sustratos	orgánicos	
diferentes	como	fuente	de	carbono	y	energía	 (Stanier	et	al.,	1966),	 lo	que	 les	 facilita	habitar	
ambientes	 muy	 variados	 tales	 como	 suelos,	 la	 rizosfera,	 ecosistemas	 acuáticos,	 o	 vivir	
asociadas	 a	 plantas,	 animales	 y	 humanos	 (Nelson	 et	 al.,	 2002).	 Dentro	 de	 este	 género	 se	
encuentra	Pseudomonas	putida	 KT2440	 (Bagdasarian	et	al.,	 1981),	 la	estirpe	empleada	en	el	
desarrollo	 de	 esta	 tesis	 doctoral.	 P.	 putida	 KT2440	 deriva	 de	 la	 cepa	 P.	 putida	 mt-2,	
originalmente	descrita	 como	P.	arvilla	mt-2	 (Kojima	et	al.,	 1967),	 capaz	de	degradar	 tolueno	
gracias	 al	 plásmido	 pWW0,	 el	 cuál	 no	 está	 presente	 en	 P.	 putida	 KT2440.	 A	 pesar	 de	 estar	
estrechamente	relacionada	con	Pseudomonas	aeruginosa	o	Pseudomonas	syringae,	P.	putida	
KT2440	 es	 una	 cepa	 avirulenta;	 de	 hecho	 fue	 la	 primera	 bacteria	 Gram-negativa	 certificada	
como	cepa	segura	(GRAS,	del	inglés	Generally	recognized	as	safe)	por	el	comité	“Recombinant	
DNA	 Advisory	 Committee”	 (Federal	 Register,	 1982);	 valoración	 que	 se	 confirmó	 cuando,	 al	
secuenciar	 el	 genoma	 de	 la	 bacteria,	 se	 evidenció	 la	 falta	 de	 factores	 de	 virulencia	 o	









hay	 varias	 disponibles	 en	 el	medio,	 está	 jerárquicamente	 regulada	mediante	 un	mecanismo	
conocido	como	Represión	Catabólica	(RC)	que,	en	términos	generales,	se	encarga	de	prevenir	
la	expresión	de	los	genes	relacionados	con	la	utilización	de	fuentes	de	carbono	no	preferentes,	
permitiendo	 la	 utilización	 de	 otros	 compuestos	más	 favorables.	 Este	 fenómeno	 fue	 descrito	
originalmente	 por	 Jaques	Monod	 en	 1942.	Monod	 observó	 que	 en	 un	medio	 con	 glucosa	 y	
lactosa,	 Escherichia	 coli	 crece	 de	 manera	 diáuxica,	 esto	 es,	 con	 dos	 fases	 de	 crecimiento	
exponencial	 separadas	 por	 una	 fase	 sin	 crecimiento,	 correspondiendo	 la	 primera	 fase	 de	
crecimiento	exponencial	al	periodo	en	el	que	la	bacteria	consume	la	glucosa	y	la	segunda	fase	
de	crecimiento	exponencial	a	la	etapa	en	la	que	consume	la	lactosa.	Debido	al	uso	preferente	
de	 la	 glucosa,	 durante	 la	 primera	 fase	 de	 crecimiento	 exponencial	 no	 se	 expresan	 aquellos	
genes	 que	 codifican	 los	 enzimas	 responsables	 de	 la	 degradación	 de	 la	 lactosa,	 así	 que	 se	
precisa	 de	 una	 fase	 intermedia	 sin	 crecimiento	 que	 sirva	 de	 adaptación	 para	 que	 E.	 coli	
comience	a	producir	dichos	enzimas	(Monod,	1942).		
	
La	 represión	 catabólica	 (RC)	 es	 un	proceso	 regulador	muy	 importante	que	 se	 estima	
puede	 afectar	 al	 5	 –	 10%	 de	 los	 genes	 de	 las	 bacterias	 (Görke	 and	 Stülke,	 2008).	 En	 las	
bacterias	heterotróficas	de	vida	libre,	como	P.	putida	KT2440,	 la	RC	favorece	la	utilización	de	
aquella	 fuente	 de	 carbono	 y	 energía	 disponible	 que	 permita	 una	 mayor	 optimización	 del	
	 30	
metabolismo	y	el	crecimiento	de	la	bacteria	(Görke	and	Stülke,	2008;	Rojo,	2010).	Además,	en	
el	 caso	 de	 los	 microorganismos	 patógenos,	 la	 RC	 está	 interconectada	 con	 otros	 procesos	




grupos	 bacterianos,	 el	 mecanismo	 molecular	 subyacente	 varía	 mucho	 entre	 los	 diferentes	
grupos.	 En	 el	 caso	 del	 género	 Pseudomonas,	 y	 en	 contraposición	 con	 lo	 que	 ocurre	 en	 las	
Enterobacterias,	la	fuente	de	carbono	preferente	no	es	la	glucosa,	sino	algunos	aminoácidos	o	
ácidos	orgánicos	dicarboxílicos	de	cadena	corta.	El	uso	 jerárquico	y	secuencial	de	 las	 fuentes	
de	 carbono	 afecta,	 incluso,	 a	 los	 diferentes	 aminoácidos,	 pues	 se	 ha	 visto	 que	 P.	 putida	
consume	 preferentemente	 prolina,	 alanina,	 glutamato,	 glutamina,	 histidina,	 arginina,	
aspartato	y	asparragina	(Collier	et	al.,	1996;	Morales	et	al.,	2004;	Moreno	et	al.,	2009a;	Rojo,	
2010).	Aunque	la	presencia	de	estos	sustratos	reprime	el	uso	de	glucosa,	ésta	mantiene	cierta	
preferencia	 sobre	 otros	 compuestos	 secundarios,	 tales	 como	 hidrocarburos	 (como	 por	
ejemplo,	tolueno;	Cases	et	al.,	1999;	Cases	et	al.,	2001a).		
	
El	 fenómeno	 de	 RC	 de	 Pseudomonas	 está	 regulado	 fundamentalmente	 por	 las	
proteínas	Hfq	y	Crc,	que	actúan	de	manera	post-transcripcional	 interaccionando	con	 los	ARN	
mensajeros	 (ARNm)	de	 los	genes	que	codifican	 los	reguladores,	 transportadores	y/o	enzimas	
encargados	 de	 degradar	 las	 fuentes	 de	 carbono	 no	 preferentes,	 impidiendo	 así	 su	 ulterior	
traducción	 (Moreno	 et	 al.,	 2015).	 Dicha	 interacción	 tiene	 lugar	 a	 través	 los	motivos	 CA	 (del	
inglés,	 catabolite	 activity),	 unas	 regiones	 del	 ARN	 ricas	 en	 adeninas,	 definidas	 como	
AANAANAA	(donde	N	representa	a	cualquier	nucleótido),	generalmente	 localizadas	próximas	







Al	menos	en	medio	 rico	LB,	 los	niveles	de	proteína	Crc	son	bastante	semejantes	a	 lo	




CrcY,	 encargados	 de	 antagonizar	 el	 papel	 de	Crc	 y	Hfq	 (Moreno	 et	 al.,	 2012;	 Fonseca	 et	 al.,	
2013;	La	Rosa	et	al.,	2015).	La	actividad	de	los	promotores	PcrcZ	y	PcrcY	depende	del	sistema	
de	dos	componentes	CbrA/CbrB,	el	cual	responde	a	señales	actualmente	no	definidas	que	se	








en	P.	putida.	 Los	niveles	de	Hfq	y	Crc	 varían	poco,	pero	CrcZ	y	CrcY	 cambian	mucho	en	 función	de	 la	
fuente	 de	 carbono,	 la	 fase	 de	 crecimiento	 y	 la	 temperatura.	 En	 una	 condición	 de	 alta	 represión	
catabólica,	como	sería	cuando	las	células	crecen	en	un	medio	rico,	en	fase	exponencial	a	temperatura	
óptima	 (30	 °C),	 los	niveles	de	CrcZ	 y	CrcY	 son	bajos,	 con	 lo	que	 las	proteínas	Hfq	 y	Crc	están	 libres	 y	
disponibles	 para	 inhibir	 post-transcripcionalmente	 aquellos	 ARNm	 diana	 que	 contengan	 motivos	 CA.	






La	 proteína	 Crc	 (del	 inglés	 Catabolite	 repression	 control)	 fue	 descrita	 originalmente	
como	una	proteína	relacionada	con	la	represión	de	ciertos	compuestos	cuando	P.	aeruginosa	
crece	 en	 presencia	 de	 succinato	 (Wolff	 et	 al.,	 1991),	 siendo,	 por	 tanto,	 el	 primer	 elemento	
relacionado	 con	 la	 represión	 catabólica	 de	 Pseudomonas.	 La	 proteína	 Crc	 está	 presente	 en	
todas	 las	 especies	 del	 género	Pseudomonas	 que	 se	 han	 analizado	 (Rojo,	 2010),	 así	 como	en	





Milojevic	 et	 al.,	 2013).	 Crc	 fue	 inicialmente	 descrita	 como	 una	 nucleasa,	 pues	 su	 secuencia	
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muestra	un	24%	de	 identidad	y	un	43%	de	similitud	con	 la	exonucleasa	 III	de	E.	coli	K12;	sin	
embargo,	 cuando	 se	 mutaron	 los	 residuos	 de	 Crc	 D220	 y	 H246	 que	 se	 corresponden	 con	
residuos	críticos	para	la	actividad	de	la	exonucleasa	ExoIII,	se	obtuvieron	variantes	activas	de	la	
proteína,	lo	cual	indica	que	Crc	no	tiene	actividad	nucleasa	(Ruíz-Manzano,	2005).	La	similitud	
entre	 la	 proteína	 Crc	 y	 diferentes	 nucleasas	 sugería	 que	 Crc	 era	 capaz	 de	 unirse	 a	 ácidos	





de	 E.	 coli	 sobreproductoras,	 y	 las	 preparaciones	 resultantes	 eran	 capaces	 de	 unirse	 a	 ARNs	
diana	que	llevasen	el	motivo	CA;	por	lo	que	se	propuso	que	Crc	era	una	proteína	que	se	une	al	
ARN,	 inhibiendo	 su	 traducción	 (Moreno	 et	 al.,	 2009b).	 Sin	 embargo,	 cuando	 se	 obtuvieron	
preparaciones	de	Crc	con	mayor	pureza	se	observó	que	ésta	ya	no	se	unía	a	los	ARNm	diana,	y	
se	 llegó	a	 la	conclusión	de	que	 la	actividad	de	unión	al	ARN	se	debía	a	una	proteína	que	co-
purificaba	 junto	a	Crc	 (Milojevic	et	al.,	2013).	Pronto	se	averiguó	que	el	contaminante	era	 la	
proteína	Hfq	de	E.	coli,	y	que	es	Hfq	quien	reconoce	inicialmente	los	motivos	CA	en	el	ARNm,	
mientras	que	Crc	es	responsable	de	estabilizar	esta	unión	(Moreno	et	al.,	2015;	Sonnleitner	et	
al.,	 2017b).	 Aunque	 de	 forma	 transitoria	 se	 llegó	 a	 proponer	 que	 era	 Hfq,	 y	 no	 Crc,	 quien	
ejercía	 el	 papel	 regulador	 de	 la	 represión	 catabólica	 (Sonnleitner	 et	 al.,	 2014),	 actualmente	
está	claro	que	ambas	proteínas	cooperan	tanto	in	vitro	como	in	vivo	en	el	proceso	de	unión	al	
ARN	 y	 que,	 tras	 la	 unión	 inicial	 de	 Hfq	 al	 ARN,	 Crc	 se	 une	 al	 complejo	 e	 incrementa	 la	




del	 metabolismo,	 la	 alteración	 de	 la	 captación	 y	 asimilación	 de	 fuentes	 de	 carbono,	 un	




lentamente	 en	 medio	 mínimo	 con	 succinato	 como	 única	 fuente	 de	 carbono,	 donde	 la	
represión	catabólica	es	baja	(Moreno	et	al.,	2009a;	Este	trabajo).	Esta	diferencia	se	debe	a	que	
en	medio	mínimo	con	succinato	el	papel	de	Crc	es	pequeño,	y	 la	 represión	catabólica	que	el	






citocromo	o	ubiquinol	oxidasa	 (Cyo)	es	una	de	 las	cinco	oxidasas	 terminales	de	 la	cadena	de	
transporte	 de	 electrones	 que	 tiene	 P.	 putida.	 Ensayos	 de	 transcriptómica	 realizados	 por	
Morales	et	al.,	(2006)	han	demostrado	que	Cyo,	pero	no	las	otras	oxidasas	terminales,	afecta	a	












fosfotransferasas	 del	 sistema	 de	 transporte	 fosfoenolpiruvato-carbohidrato),	 el	 cual	 no	
participa	 en	 el	 proceso	 de	 RC,	 mientras	 que	 la	 glucosa	 se	 transporta	 mediante	 un	 sistema	
diferente	que	no	va	acoplado	a	la	fosforilación	del	azúcar	(Velázquez	et	al.,	2004;	Cases	et	al.,	
2007).	P.	putida	 tiene	otro	 sistema	PTS	que	no	está	 implicado	en	el	 transporte	de	azúcares,	
sino	 en	 procesos	 reguladores	 como	 el	 balance	 carbono/nitrógeno	 (Velázquez	 et	 al.,	 2007;	
Cases	et	al.,	2007).	Este	sistema,	llamado	PTSNtr,	está	formado	por	las	proteínas	PtsO	(o	NPr),	







tolueno,	 cuando	 las	 células	 crecen	 en	 presencia	 de	 glucosa	 (Cases	 et	 al.,	 1999;	 Cases	 et	 al.,	
2001a).	Se	ha	descrito	que	PtsO	y	PtsN	cooperan	en	el	control	del	promotor	Pu,	de	tal	manera	
que	en	presencia	de	glucosa	la	proteína	PtsO-℗	fosforila	a	PtsN,	y	PtsN-℗	inhibe	el	promotor	












años	60	 como	un	 factor	esencial	del	hospedador	para	 la	 replicación	del	bacteriófago	Qβ,	 de	
cuya	observación	deriva	el	nombre	de	 la	proteína	 (Franze	de	Fernandez	et	 al.,	 1968).	Desde	
entonces	 la	 relevancia	de	Hfq	ha	 ido	en	constante	aumento.	En	 los	años	90	se	empezaron	a	
describir	 las	 funciones	de	Hfq	en	 la	 fisiología	de	 la	bacteria,	 y	 se	 vio	que	 la	 ausencia	de	Hfq	






(Sauer,	 2013).	 Se	 trata	 de	 una	 proteína	 muy	 conservada	 presente	 en	 un	 gran	 número	 de	
bacterias,	 con	 una	 longitud	 comprendida	 entre	 70	 y	 100	 aminoácidos,	 conservándose	 el	
extremo	 N-terminal	 en	 todos	 los	 casos,	 pero	 no	 así	 el	 extremo	 C-terminal,	 que	 está	
particularmente	reducido	en	la	proteína	Hfq	de	E.	coli	(Valentin-Hansen	et	al.,	2004).	En	el	caso	
de	 P.	 aeruginosa	 y	 P.	 putida	 Hfq	 está	 formada	 por	 82	 y	 86	 aminoácidos	 respectivamente,	
siendo	pues	una	proteína	relativamente	pequeña	con	un	extremo	C-terminal	más	corto	que	el	
que	se	observa	en	otras	especies	bacterianas.	Hfq	forma	hexámeros	que,	como	es	habitual	en	






















Hfq	 interacciona	 con	 la	 RNasa	 E	 y	 otros	 componentes	 del	 degradosoma,	 facilitando	 la	








equilibrio	constante	entre	 la	 forma	monomérica	y	 la	 forma	hexamérica	más	activa;	mientras	
que	a	 concentraciones	mayores	de	2	µM	 los	hexámeros	de	Hfq	 tienden	a	 formar	 complejos	
multiméricos	(Panja	and	Woodson,	2012).	Por	otro	lado,	el	amplio	papel	regulador	de	Hfq	hace	
que	haya	muchos	posibles	ARNs	capaces	de	unirse	a	ella,	de	manera	que	Hfq	acostumbrará	a	




ciclado	 puede	 ser	 pasivo,	 si	 simplemente	 depende	 de	 la	 constante	 de	 disociación	 de	 las	
diferentes	 moléculas	 implicadas;	 o	 activo	 (y	 más	 rápido),	 si	 también	 se	 ve	 influido	 por	 la	
concentración	de	los	diversos	ARNs	(Wagner,	2013).	En	consecuencia,	la	cantidad	de	proteína	
Hfq	disponible	 dependerá	de	 su	 afinidad	por	 los	 distintos	ARNs	 a	 los	 que	 se	pueda	unir,	 así	
como	de	la	cantidad	de	éstos	presente	en	cada	momento.	
	
En	E.	 coli	 el	 gen	hfq	 se	encuentra	en	un	superoperón	y	 su	 transcripción	está	dirigida	
por,	 al	 menos,	 tres	 promotores	 que	 aseguran	 el	 mantenimiento	 de	 altos	 niveles	 de	 Hfq,	
mientras	 que	 en	 P.	 putida	 hfq	 es	 un	 gen	 autónomo	 (Arce-Rodríguez	 et	 al.,	 2015).	 La	
inactivación	del	gen	hfq	en	P.	putida	KT2440	tiene	un	fenotipo	más	acusado	que	la	inactivación	
del	 gen	 crc,	 incluyendo	 una	 reducción	 general	 del	 rendimiento	 fisiológico	 de	 la	 célula,	
alterando	procesos	tales	como	el	crecimiento	en	diversas	fuentes	de	carbono,	la	resistencia	a	
estrés	oxidativo	o	a	 luz	UV,	 la	motilidad,	 la	morfología,	o	 los	niveles	de	ATP	y	NADPH	 (Arce-
Rodríguez	 et	 al.,	 2015),	 lo	 que	 implica	 un	 cambio	 fenotípico	 pleiotrópico	 muy	 significativo.	
Asimismo	 se	 ha	 visto	 que	 en	 otras	 bacterias	 como	 E.	 coli	 o	 P.	 aeruginosa	 la	 falta	 de	 Hfq	







En	 2009	 se	 describió	 en	 P.	 aeruginosa	 un	 ARN	 pequeño	 (ARNp)	 de	 368	 nucleótidos	
(nt),	 llamado	 CrcZ,	 capaz	 de	 unirse	 a	 Crc	 a	 través	 de	 los	 6	 motivos	 CA	 presentes	 en	 su	
secuencia,	 característica	 que	 permite	 a	 CrcZ	 controlar	 los	 niveles	 de	 Crc	 libre	 en	 la	 célula	




CrcY	 no	 es	 exclusivo	 de	P.	 putida	 KT2440,	 pues	 también	 está	 presente	 en	 las	 estirpes	 de	P.	
putida	F1,	GB-1	o	W619,	así	como	en	las	especies	P.	entomophila,	P.	fluorescens	o	P.	syringae	
(Moreno	 et	 al.,	 2012;	 Filitrault	 et	 al.,	 2013),	 aunque	 en	P.	 syringae	 pv.	 tomato	DC3000	 está	
interrumpido	por	una	transposasa	que	lo	inactiva	(Filitrault	et	al.,	2013).	En	A.	vinelandii	se	ha	






efecto	 inhibidor	de	Hfq	y	Crc,	es	decir,	a	 la	 fuerza	de	 la	 represión	catabólica.	 Se	ha	sugerido	
que	esta	relación	 inversa	es	debida	a	 la	capacidad	de	CrcZ	y	CrcY	para	unirse	a	 las	proteínas	
Hfq	 y	 Crc	 y	 secuestrarlas	 (Sonnleitner	 et	 al.,	 2009;	 Moreno	 et	 al.,	 2015;	 Sonnleitner	 et	 al.,	













promotor	PcrcY,	 es	un	promotor	dependiente	del	 activador	 transcripcional	CbrB	 y	del	 factor	
sigma	 alternativo	 RpoN	 (σ54).	 Todos	 los	 promotores	 dependientes	 de	 σ54	 incluyen	 una	
secuencia	conservada	en	las	regiones	-24(GG)/-12(GC)	y	requieren	un	activador	transcripcional	







Figura	 2	 |	 Organización	 genómica	 de	 los	 ARN	 pequeños	 CrcZ,	 CrcY	 y	 CrcX	 en	 diferentes	 especies	 de	




CbrB	 es	 un	 activador	 transcripcional	 tipo	 NtrC	 que	 forma	 parte	 del	 sistema	 de	 dos	




































































a	 determinadas	 señales	 y	 que,	 una	 vez	 fosforilado,	 transfiere	 el	 grupo	 fosforilo	 a	 un	 grupo	
aspártico	del	regulador	de	respuesta,	en	este	caso	CbrB.	Cabe	señalar	que	CbrA	es	un	sensor	
quinasa	atípico,	pues	su	dominio	autoquinasa	está	unido	mediante	un	conector	citoplasmático	
con	 el	 dominio	 N-terminal	 transmembrana,	 que	 se	 ha	 sugerido	 puede	 actuar	 como	
transportador	de,	al	menos,	histidina,	siendo	necesaria	la	transducción	de	señal	para	que	dicho	
transporte	 tenga	 lugar	 (Zhang	et	al.,	 2015). Aunque	actualmente	aún	 se	desconoce	 la	 señal	






la	 proteína	 IHF,	 activa	 la	 transcripción	 de	 los	 promotores	PcrcZ	 y	PcrcY	 (Abdou	 et	 al.,	 2011;	
García-Mauriño	 et	 al.,	 2013).	 Aunque	 la	 activación	 de	 PcrcZ	 (y	 PcrcY)	 depende	 del	 sistema	
CbrA/CbrB,	 se	 ha	 visto	 que	 los	 fenotipos	 de	 los	 mutantes	 crcZ	 (crcZ	 crcY	 en	 el	 caso	 de	 P.	
putida),	 cbrA	 y	 cbrB	 solapan	 sólo	 parcialmente.	 Los	 mutantes	 cbrA,	 cbrB	 y	 crcZ	 de	 P.	
aeruginosa	 no	 presentan	 motilidad	 tipo	 swarming	 y	 generan	 más	 biofilm	 que	 la	 estirpe	
silvestre	(wt)	(Yeung	et	al.,	2009;	Yeung	et	al.,	2011),	efectos	que	se	ha	sugerido	pueden	estar	
mediados	por	el	ARNp	CrcZ	(Yeung	et	al.,	2011;	Petra	et	al.,	2016).	No	obstante,	en	el	mutante	





como	 por	 ejemplo	 lipA	 (Abdou	 et	 al.,	 2011)	 o	 los	 genes	 de	 transporte	 de	 histidina	 (operón	
hutU-hutG)	 (Zhang	 and	 Rainey,	 2008;	 Zhang	 et	 al.,	 2015).	 Además	 de	 su	 incapacidad	 para	
crecer	en	un	medio	con	histidina	como	única	fuente	de	carbono	y	nitrógeno	(C/N),	se	ha	visto	
que	los	mutantes	cbrAB	de	P.	aeruginosa	se	encuentran	afectados	en	la	utilización	de	arginina	
u	 ornitina	 como	 fuente	 de	 C/N,	 y	 en	 el	 uso	 de	 azúcares,	 lactato	 y	 piruvato	 como	 fuente	 de	
carbono	(Nishijyo	et	al.,	2001;	Li	and	Lu,	2007),	sugiriendo	que	algunas	de	estas	dianas	también	
podrían	estar	controladas	por	el	sistema	CbrA/CbrB.	Asimismo,	también	se	ha	sugerido	que	en	




En	 P.	 putida	 existen	 dos	 mutantes	 ΔcbrB	 diferentes:	 MPO406	 tiene	 el	 gen	 cbrB	
interrumpido	por	un	minitransposón	a	partir	del	nucleótido	669,	y	MPO401	corresponde	a	un	
mutante	de	deleción	(Amador	et	al.,	2010;	Amador	et	al.,	2016).	Ambos	mutantes	comparten	
parte	 de	 su	 fenotipo,	 como	 el	 incremento	 de	 resistencia	 a	 algunos	 metales	 pesados	 o	 el	
descenso	de	motilidad	 tipo	swimming	 y	 tipo	 swarming;	 pero	 curiosamente	difieren	en	otros	
aspectos.	 Mientras	 que	MPO401	 carece	 de	 tránscritos	 de	 crcZ,	 y	 no	 es	 capaz	 de	 crecer	 en	
presencia	 de	 histidina	 como	 única	 fuente	 de	 carbono	 y	 nitrógeno,	 MPO406	 presenta	 una	
abundancia	 de	 ARN	 de	 crcZ	 similar	 a	 la	 de	 la	 estirpe	 wt,	 cierto	 crecimiento	 en	 medio	 con	











de	 crecimiento	 cuando	 se	 cultiva	 en	 medio	 mínimo	 con	 distintas	 fuentes	 de	 carbono	 no	
preferentes,	la	inactivación	individual	de	crcZ	o	crcY	no	afecta	al	crecimiento	de	la	bacteria	o	a	












ARNs	 son	 múltiples:	 reducen	 el	 coste	 metabólico,	 proporcionan	 niveles	 adicionales	 de	




2013).	Sin	embargo,	 la	 información	que	se	tiene	sobre	 los	ARNs	reguladores	aún	es	 limitada,	
pues	muchos	de	ellos	no	han	sido	descritos,	o	lo	han	sido	pero	se	desconoce	cuál	es	su	efecto	
en	 la	 célula.	 Actualmente	 se	 distinguen	 dos	 tipos	 de	 moléculas	 de	 ARN	 reguladoras,	
diferenciando	 entre	 elementos	 reguladores	 presentes	 en	 las	 regiones	 no	 traducidas	 de	 los	
ARNm,	 conocidos	 como	 5’UTR	 o	 3’UTR	 (del	 inglés	 5’	 o	 3’-untranslated	 region);	 y	 los	 ARN	




genoma	 y	 en	 la	 cadena	 complementaria	 a	 la	 suya;	 o	 trans-encoded	 sRNA,	 cuando	 están	
localizados	 en	 puntos	 del	 genoma	 dispares	 a	 los	 genes	 que	 regulan	 siendo,	 por	 tanto,	 sólo	
parcialmente	complementarios	(Storz	et	al.,	2011).	Los	mecanismos	mediante	 los	que	actúan	
los	 ARNp	 son	 variados;	 los	 ARNp	 que	 actúan	 sobre	 proteínas	 pueden	 modificarlas,	
secuestrarlas	impidiendo	su	actividad	o,	por	el	contrario,	pueden	activarlas	(Storz	et	al.,	2011).	
Por	su	parte,	los	ARNp	que	interaccionan	con	moléculas	de	ARNm	pueden	inhibir	la	traducción	
de	dichos	ARNm,	estimular	 su	degradación	 facilitando	el	acceso	de	 la	RNasa	E	a	 los	mismos,	
interferir	en	su	 transcripción,	o	protegerlos	de	 la	acción	de	 las	RNasas	 incrementando	así	 su	
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vida	media	 (Morita	et	al.,	 2005:	 Storz	et	al.,	 2011).	 En	muchos	de	estos	 casos	 se	 requiere	 la	





entre	 ellos	 el	 ARN	 6S	 (implicado	 en	 la	 adaptación	 de	 fase	 exponencial	 a	 fase	 estacionaria),	
OxyS	(forma	parte	de	la	regulación	del	estrés	oxidativo),	DsrA	(favorece	la	protección	frente	a	






















de	hierro	u	óxidos	de	hierro.	 	 En	 cambio,	 en	 ambientes	 anaerobios	o	microaerobios	 con	pH	
bajo,	es	más	abundante	la	forma	soluble	Fe2+	(revisiones	recientes	en	Cornelis	and	Dingemans,	
2013;	 Chakraborty,	 2013,	 Lau	 et	 al.,	 2016).	 Si	 bien	 el	 déficit	 de	 hierro	 puede	 conllevar	 la	
muerte	de	 la	 célula,	pues	es	 indispensable	en	muchos	procesos	biológicos	 importantes	 tales	
como	la	respiración,	 la	reducción	del	nitrito	en	el	ciclo	del	nitrógeno,	 la	fotosíntesis	o	el	ciclo	
de	 los	 ácidos	 tricarboxílicos	 (revisado	 en	 Andrews	 et	 al.,	 2003;	Massé	 and	 Arguin,	 2005);	 el	
exceso	 de	 hierro	 también	 es	 peligroso	 pues	 puede	 ocasionar	 la	 formación	 de	 especies	
reactivas	de	oxígeno	(especies	ROS,	del	inglés	Reactive	oxidative	species)	mediante	la	reacción	
de	Fenton,	dañando	así	la	maquinaria	celular.	Esto	significa	que	la	homeostasis	del	hierro	está	
sometida	 a	 una	 estrecha	 regulación	 que	 permite	 a	 la	 célula	 mantener	 niveles	 de	 hierro	
adecuados.	Esta	regulación,	aunque	mayor	en	el	caso	del	hierro,	no	es	exclusiva	de	ese	metal,	
pues	 otros	 metales	 como	 el	 cobre	 también	 experimentan	 este	 fenómeno	 de	 formación	 de	
radicales	 libres,	 lo	 que	 hace	 que	 ambas	 regulaciones	 puedan	 estar	 cruzadas	 (Teitzel	 et	 al.,	
2006;	Cornelis	et	al.,	2011).	
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o Reacción	de	Fenton:		 	 Fe2+	+	2	H2O2	à	Fe3+	+	HO·	+	OH-	
o Reacción	de	Harber-Weiss:		 Fe2+	+	O2	à	Fe3+	+	O2·		
	 	 	 	 O2·	+	H2O2	à	O2	+	HO·	+	OH-	
	 	
Para	defenderse	del	exceso	de	hierro	las	bacterias	lo	acumulan	en	bacterioferritinas	o	
ferritinas	bacterianas,	 proteínas	 grandes	 formadas	por	hasta	24	 subunidades	 y	 con	hasta	12	




introducción	 en	 la	 bacteria.	 De	 entre	 los	 cuatro	 tipos	 de	 sideróforos	 descritos	 (de	 tipo	
hidroxicarboxilato,	 de	 tipo	 catecolato,	 de	 tipo	 hidroxamato	 y	 de	 tipo	 mixto),	 tanto	 la	
pioquelina	 como	 la	 pioverdina,	 los	 principales	 sideróforos	 de	 las	 bacterias	 del	 género	
Pseudomonas,	 son	 de	 tipo	mixto,	 pues	 contienen	 un	 grupo	 catecol	 y	 un	 grupo	 hidroxamato	
(Fig.	3)	(Krewulak	and	Vogel,	2008).	Las	pioverdinas	fueron	descubiertas	hace	120	años,	pero	





P.	 aeruginosa	 es	 capaz	 de	 producir	 dos	 tipos	 de	 sideróforos	 distintos	 con	 diferente	
afinidad	 por	 el	 hierro,	 pioverdina	 y	 pioquelina	 (Schalk	 and	 Cunrath,	 2016).	 Por	 su	 parte,	 P.	
putida	solamente	produce	pioverdina,	un	sideróforo	de	alta	afinidad	por	hierro.	La	pioverdina	
está	 formada	 por	 una	 cadena	 peptídica	 de	 composición	 variable	 que	 contiene	 un	 grupo	
hidroxamato	 de	 unión	 a	 hierro,	 una	 cadena	 lateral	 y	 un	 grupo	 cromóforo	 que	 además	 de	
contener	un	grupo	catecol,	capaz	de	unirse	a	los	iones	férricos,	proporciona	a	la	pioverdina	su	











Además	 de	 los	 sideróforos	 producidos	 por	 la	 propia	 bacteria,	muchas	Pseudomonas	
son	 capaces	 de	 usar	 sideróforos	 producidos	 por	 otras	 bacterias,	 conocidos	 como	
xenosideróforos	(Cornelis	y	Dingenmans,	2013).	De	esta	manera,	el	número	de	receptores	de	
sideróforos	varía	muchísimo	entre	diferentes	especies	bacterianas;	se	ha	estimado	que	E.	coli	












malva)	y	 la	cadena	peptídica	 (en	naranja).	En	 rojo	se	 indican	 los	grupos	catecol	y	hidroxamato	que	se	
unen	con	los	iones	férricos.	(b)	En	el	citoplasma	varias	sintetasas	de	péptidos	no	ribosomales	(proteínas	
NRPS)	sintetizan	el	precursor	de	pioverdina,	ferribactina,	que	madura	en	el	periplasma	dando	lugar	a	la	
forma	 final	 de	pioverdina,	 la	 cual	 es	 secretada	 al	medio	 externo	por	medio	del	 transportador	 PvdTR-
OmpQ.	Una	vez	en	el	medio	externo,	la	PVD	unida	a	hierro	es	reconocida	por	receptores	de	sideróforos	
dependientes	del	complejo	TonB	e	internalizada,	para,	una	vez	en	el	periplasma,	ser	secretada	de	nuevo	






férrico.	 Las	 bacterias,	 especialmente	 aquellas	 que	 son	 patógenas,	 también	 presentan	




la	 bacteria,	 en	 P.	 aeruginosa	 se	 han	 descrito	 dos	 sistemas	 diferentes,	 el	 sistema	 Has	 y	 el	































































mantener	 sus	 funciones	 celulares	 y	 evitar	 una	 acumulación	 excesiva	 que	 pueda	 ocasionar	
daños	celulares	mediante	la	producción	de	especies	ROS.		
La	 proteína	 Fur	 (del	 inglés	 Ferric	 uptake	 regulator)	 es	 una	 proteína	 conservada	 en	
muchas	 bacterias	 Gram	 positivas	 y	 Gram	 negativas	 que	 actúa	 como	 regulador	 central	 de	 la	
homeostasis	del	hierro.	 En	 condiciones	de	abundancia	de	hierro,	 el	 dímero	de	Fur	 se	une	al	
metal	 y	 sufre	 cambios	 conformacionales	 en	 su	 dominio	 N-terminal	 que	 le	 permiten	
interaccionar	con	determinadas	secuencias	de	ADN,	denominadas	cajas	Fur,	presentes	en	 los	






del	 orden	 de	 10.000	 -	 40.000	 copias	 de	 Fur,	 valores	mayores	 que	 los	 de	 otros	 reguladores	
globales	 (Vasil	and	Ochsner,	1999),	 lo	que	sugiere	que	en	P.	aeruginosa	 Fur	 regula	a	un	alto	
número	de	genes.	La	concentración	de	proteína	Fur	calculada	para	E.	coli	y	Vibrio	cholerae	es	








El	 regulón	 de	 Fur	 es	 muy	 amplio,	 además	 de	 incluir	 a	 los	 genes	 a	 los	 que	 regula	
directamente,	 también	 incluye	a	aquellos	genes	que	 regula	 indirectamente	gracias	al	 control	
que	ejerce	sobre	 la	expresión	de	 los	factores	sigma	extracelulares	(ECF-σ)	y	 los	ANRp	PrrF1	y	
PrrF2.	Los	diversos	factores	ECF-σ	permiten	la	transcripción	de	determinados	genes,	como	por	
ejemplo	los	genes	que	codifican	receptores	de	sideróforos	dependientes	de	TonB	o	los	genes	
de	 biosíntesis	 de	 PVD	 (Cornelis,	 2009).	 Los	 factores	 anti-sigma	 (anti-σ)	 se	 llaman	 así	 porque	
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regulan	 la	actividad	de	 los	 factores	ECF-σ,	al	unirse	a	ellos	e	 impedir	su	actividad	(Fig.	3);	sin	
embargo,	en	determinadas	condiciones	el	estado	conformacional	del	factor	anti-σ	cambia	y	el	
factor	 ECF-σ	 queda	 disponible	 para	 ejercer	 su	 función	 (Llamas	 et	 al.,	 2014).	 Los	 genes	 que	
codifican	 los	 factores	 ECF-σ	 y	 los	 factores	 anti-σ	 suelen	 transcribirse	 juntos,	 y	 sus	 zonas	
promotoras	 contienen	 cajas	 Fur,	 de	 manera	 que	 se	 expresan	 en	 condiciones	 de	 baja	
concentración	de	hierro,	 cuando	 Fur	 no	 es	 activo.	Además,	 estos	 genes	 generalmente	 están	




contienen	 cajas	 Fur	 en	 sus	 secuencias	 promotoras,	 inhiben	 post-transcripcionalmente	 genes	
que	 codifican	 proteínas	 no	 esenciales	 que	 usan	 hierro	 como	 cofactor,	 como	 por	 ejemplo	 la	
superóxido	 dismutasa	 SodB,	 las	 bacterioferritinas,	 o	 algunos	 enzimas	 del	 ciclo	 de	 los	 ácidos	
tricarboxílicos	(Wilderman	et	al.,	2004;	Massé	and	Arguin,	2005;	Chaneyre	and	Mandin,	2018).	






a	 genes	 relacionados	 con	 el	 metabolismo	 del	 hierro	 como	 a	 genes	 implicados	 en	 el	























llamado	 represión	 catabólica.	 Para	 ello	 se	 ha	 estudiado	 tanto	 el	 papel	 de	 las	 proteínas	









v Estudiar	 por	 calorimetría	 de	 titulación	 isotérmica	 (ITC)	 la	 formación	 in	 vitro	 del	
complejo	tripartito	Hfq/ARN/Crc.	
	







































































































































































































































































































Tabla	 4	 |	 Cebadores	 utilizados	 en	 ensayos	 de	 RT-qPCR.	 Para	 el	 diseño	 de	 los	 cebadores	 se	
































































A	 lo	 largo	de	 esta	 tesis	 se	 han	usado	dos	medios	 de	 cultivo:	 LB	 (del	 inglés	 Lysogeny	
broth;	triptona	10	g/L,	extracto	de	levadura	5	g/L,	NaCl	10	g/L)	(Sambrook	and	Russell,	2001)	






elementos	 traza	 modificados	 en	 los	 que	 el	 Fe2SO4	 fue	 sustituido	 por	 (NH4)2SO4	 a	 la	 misma	








Los	 antibióticos	 utilizados	 en	 los	 diferentes	 experimentos	 fueron:	 ampicilina	 (100	
µg/mL),	 estreptomicina	 (50	 µg/mL),	 gentamicina	 (30	 µg/mL),	 kanamicina	 (50	 µg/mL)	 y	
tetraciclina	(8	µg/mL).	A	excepción	de	cuando	fue	necesario	añadir	antibiótico	para	mantener	
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Biomedicals),	mientras	 que	 la	 purificación	 de	ADN	plasmídico	 se	 realizó	 con	 el	 kit	 comercial	
QIAprep®	 (Quiagen).	 Por	 su	 parte,	 la	 purificación	 de	 fragmentos	 de	 ADN	 provenientes	 de	
reacciones	de	PCR	o	de	digestiones	enzimáticas	se	llevó	a	cabo	con	el	kit	GFXTM	PCR	DNA	and	






Para	 la	amplificación	de	 fragmentos	de	ADN	se	empleó	de	 forma	 rutinaria	el	 kit	PCR	
Master	Mix	 (Promega),	 y	de	 forma	puntual	 la	polimerasas	Pfu	DNA	Polymerase	 (Promega)	o	











Las	 digestiones	 se	 realizaron	 con	 los	 enzimas	 indicados	 en	 cada	 caso,	 usando	 el	
tampón	 más	 apropiado	 según	 las	 indicaciones	 del	 proveedor	 (BioLabs).	 En	 cuanto	 a	 las	
ligaciones,	 éstas	 se	 realizaron	 con	 la	 DNA	 ligasa	 de	 T4	 (BioLabs),	 siguiendo	 igualmente	 las	
recomendaciones	del	fabricante.	
	














Las	 células	 competentes	 E.	 coli	 DH5α	 se	 obtuvieron	mediante	 el	 protocolo	 de	 RbCl	
(Sambrook	and	Russell,	2001).	Partiendo	de	un	cultivo	de	células	crecidas	en	medio	LB	hasta	
fase	exponencial	 (A600	0,5),	 se	centrifugaron	a	4	 °C	y	 se	 lavaron	una	primera	vez	en	solución	
TFB-I	 (RbCl	 100	mM,	MnCl2	 50	mM,	 KAc	 30	mM,	 CaCl2	 10	mM	y	 glicerol	 15	%)	 a	 4	 °C,	 para	
posteriormente	 centrifugar	nuevamente	 las	 células	 y	 resuspenderlas	 en	TFB-II	 (RbCl	 10	mM,	
MOPS	 10	mM,	 CaCl2	 75	mM	 y	 glicerol	 15	 %)	 a	 4	 °C.	 Estas	 células	 pueden	 ser	 usadas	 en	 el	
momento	o	bien	conservarse	a	-80	°C.	
	
Cuando	 se	 necesitó	 una	mayor	 eficiencia	 de	 transformación	 se	 utilizaron	 las	 células	






La	 transformación	 de	 ADN	 en	 E.	 coli	 se	 realizó	 siguiendo	 el	 protocolo	 descrito	 por	
Sambrook	 and	 Russel	 (2001).	 Las	 células	 competentes	 arriba	 descritas	 fueron	 incubadas	 en	
contacto	con	el	plásmido	30	min	en	hielo	y,	tras	un	choque	térmico	de	45	s	a	42	°C,	volvieron	a	









La	 preparación	 de	 células	 electrocompetentes	 de	 P.	 putida	 se	 basa	 en	 el	 protocolo	
descrito	 por	 Sambrook	 and	 Russell	 (2001).	 De	 forma	 resumida,	 partimos	 de	 un	 cultivo	 de	
células	 crecidas	 en	 medio	 LB	 hasta	 fase	 exponencial	 (0,5	 –	 0,6	 A600)	 que	 se	 recogen	 por	
centrifugación,	se	lavan	dos	veces	con	1/2	volumen	de	agua	Mili-Q	a	4	°C,	y	posteriormente	se	
















coli	 pRK2013	 y	 la	 cepa	 receptora	 P.	 putida,	 y	 se	 resuspende	 en	medio	 LB	 nuevo.	 Luego	 se	
ponen	 en	 contacto	 las	 tres	 cepas	 en	 proporción	 1:3:5	 y	 se	 pasa	 la	 mezcla	 por	 un	 filtro	 de	
conjugación	(0,45	µM,	Millipore),	el	cual	se	deja	 incubar	unas	6	a	8	h	sobre	una	placa	de	LB.	
Tras	ese	tiempo	se	resuspenden	las	células	del	filtro	en	MMCit,	se	hacen	diluciones	seriadas	y	
se	 siembran	 en	 placas	 de	 MMCit	 con	 el	 antibiótico	 de	 selección.	 La	 fuente	 de	 carbono	 es	
importante,	pues	en	estas	 condiciones	E.	 coli	 no	puede	crecer	 y	 sólo	 lo	hará	P.	putida,	 pero	









En	 la	 colección	 de	 cepas	 del	 laboratorio	 ya	 existía	 un	 mutante	 P.	 putida	 crc::aacC1	
(Hernández-Arranz	et	al.,	2013),	construido	sobre	el	 fondo	genético	KT2440-FR.	Para	generar	












El	 mutante	 KT2440Δhfq	 del	 que	 disponemos	 nos	 fue	 cedido	 por	 Víctor	 de	 Lorenzo	
(Arce-Rodríguez	 et	 al.,	 2015).	 Para	 complementar	 este	mutante	 amplificamos	 una	 región	 de	
669	 bp	 que	 incluye	 tanto	 el	 gen	 hfq	 como	 su	 promotor	 Phfq,	 usando	 los	 oligonucleótidos	
hfqComp-fw	 y	 hfqComp-rv	 y	 el	 cromosoma	 de	 KT2440	 como	 molde.	 Este	 fragmento	 fue	
introducido	en	el	plásmido	pSEVA421,	originando	el	plásmido	pHFQ,	el	cual	se	transformó	en	








crcZ,	 para	 lo	 que	 era	 preciso	 inactivar	 el	 promotor	PcrcZ	 pero	manteniendo	 la	 actividad	 del	
promotor	PcbrB,	 así	 como	 la	 secuencia	 del	 tránscrito	 cbrB-crcZ.	 La	 estrategia	 seguida	 fue	 la	
construcción	de	mutantes	 traduccionales	de	 cbrB,	 es	decir,	mutantes	que	 transcriben	el	 gen	
cbrB	 con	 normalidad	 pero	 en	 los	 que	 la	 traducción	 del	ARNm	 termina	 de	 forma	prematura.	








el	 final	 del	 dominio	 ATPasa	 y	 el	 dominio	 C-	 terminal	 HTH	 de	 unión	 al	 ADN	 (denominado	
dominio	HTH	por	 sus	 siglas	 en	 inglés,	Helix-turn-helix).	 Por	 ende,	 la	 proteína	 CbrB*	 no	 sería	
capaz	de	actuar	como	factor	de	transcripción	en	la	activación	del	promotor	PcrcZ.	
	







P.	 putida	 KT2440	 con	 el	 plásmido	 pEMG-CbrB340,	 se	 seleccionaron	 colonias	 resistentes	 al	
antibiótico,	 en	 las	 que	 el	 plásmido	 se	 había	 insertado	 en	 el	 cromosoma	 (Fig.	 4a).	 Luego	 se	



















(a)	 Esquema	 de	 la	 recombinación	 homóloga	 entre	 el	 gen	 cbrB	 (en	 naranja)	 del	 cromosoma	 con	 la	
porción	 clonada	 en	 pEMG-CbrB340	 (en	 gris)	 que	 porta	 las	 mutaciones	 ámbar,	 representadas	 con	










debido	 a	 las	 características	 de	 secuencia	de	 la	 zona,	 no	 era	posible	 la	 síntesis	 química	de	 la	
región	 de	 ADN,	 así	 que	 se	 llevó	 a	 cabo	 un	 proceso	 de	 mutagénesis	 dirigida	 mediante	 PCR	
solapante	 (SOE-PCR,	 del	 inglés	 Splicing	 overlap	 extension	 PCR)	 descrito	 por	 Heckman	 and	
Pease	(2007).	
	
El	 sistema	 se	 basa	 en	 la	 amplificación	 de	 las	 regiones	 flanqueantes	 al	 lugar	 de	 la	






































efecto	 de	 esta	 región	 sobre	 la	 actividad	 del	 promotor	PcbrB,	 se	 construyó	 una	 colección	 de	
fusiones	 PcbrB-lacZ	 de	 variada	 longitud	 y	 secuencia.	 Primeramente	 se	 construyó	 la	 fusión	
PcbrBfw1rv7-lacZ,	 clonando	 en	 el	 plásmido	 pMP220	 una	 región	 de	 1,7	 kb	 que	 engloba	 el	
promotor	 PcbrB,	 todo	 el	 gen	 cbrB	 y	 unas	 pb	 después	 del	 potencial	 terminador	 de	 la	
transcripción;	para	lo	cual	se	usó	el	par	de	oligonucleótidos	PcbrBEcoFw1	y	PcbrBXbaRV7,	que	




5’	 →	 3’	 amplificando	 el	 ADN	 con	 el	 mismo	 oligonucleótido	 reverso	 (PcbrBXbaRV7)	 pero	
sustituyendo	 el	 oligonucleótido	 directo	 en	 cada	 ocasión:	 PcbrBfwEcoRI,	 PcbrBEcoFw2,	
PcbrBEcoFw3,	PcbrBEcoFw4,	PcbrBEcoFw5,	PcbrBEcoFw6	y	PcbrBEcoFw7.		
	
Además	 se	 construyeron	 dos	 fusiones	 derivadas	 de	 la	 fusión	 más	 larga	 de	 todas,	
































el	 cebador	 reverso	 utilizado	 para	 la	 amplificación	 del	 ADN,	 de	 manera	 que	 las	 fusiones	
resultantes	 se	 acortaban	 en	 sentido	 3’	 →	 5’.	 Los	 cebadores	 reversos	 utilizados	 fueron	
PcbrBXbaRV2,	 PcbrBXbaRV8,	 PcbrBXbaRV9,	 PcbrBXbaRV10,	 PcbrBXbaRV11,	 PcbrBXbaRV12	 y	
PcbrBXbaRV13.		
	










Como	 punto	 de	 partida	 para	 la	 construcción	 de	 las	 fusiones	pPprrF1-lacZ	 y	pPprrF2-
lacZ	 se	 empleó	 la	 información	 aportada	 por	 el	 trabajo	 de	 D’Arrigo	 et	 al.	 (2016),	 un	 análisis	
transcripcional	 global	 de	P.	 putida	 KT2440	 en	 el	 que	 se	 propone	 que	prrF1	 y	prrF2	 estarían	
localizados	como	sigue:		
o El	 gen	 prrF1	 se	 encontraría	 después	 de	 PP4685	 en	 sentido	 5’	 →	 3’,	 y	 su	 tránscrito	
tendría	un	tamaño	de	92	pb.	
o Y	 el	 gen	prrF2	 se	 localizaría	 tras	 el	 gen	 PP4069,	 en	 sentido	 5’	→	 3’,	 y	 produciría	 un	
tránscrito	mayor,	de	144	bp. 
	
Considerando	 esos	 inicios	 de	 transcripción,	 se	 amplificaron	 las	 posibles	 regiones	
promotoras	 para	 PrrF1	 y	 PrrF2	 usando	 los	 pares	 de	 oligonucleótidos	 PrrF1-dir	 y	 PrrF1-rev,	 y	
PrrF2-dir	 y	 PrrF2B-rev,	 y	 se	 clonaron	 en	 el	 plásmido	 pSEVA225	 usando	 los	 enzimas	 de	
restricción	 BamHI	 e	 HindIII.	 Las	 fusiones	 resultantes	 PprrF1-lacZ	 y	 PprrF2-lacZ	 fueron	






Se	 quiso	 comparar	 el	 efecto	 que	 las	 proteínas	 Hfq	 y	 Crc	 tienen	 sobre	 la	 regulación	
post-transcripcional	de	los	genes	exbB,	dctM	y	dctP.	Para	ello	se	amplificó	la	región	promotora	
de	 los	 tres	 genes	 con	 pares	 de	 cebadores	 específicos	 (descritos	 en	 la	 tabla	 3)	 que	 incluían	
dianas	 para	 los	 enzimas	 de	 restricción	 EcoRI	 e	 HindIII,	 y	 posteriormente	 se	 clonaron	 en	 el	




Posteriormente	 estos	 plásmidos	 fueron	 transformados	 mediante	 electroporación	 o	









Para	 la	 extracción	 de	 ARN	 se	 ha	 usado	 de	 forma	 rutinaria	 el	 kit	 RNeasy®	 Mini	 Kit	
(Quiagen),	 incluyendo	 un	 tratamiento	 de	 DNAsa	 en	 columna	 (DNase	 I	 recombinant,	 RNase-
free,	 Roche).	 Dado	 que	 las	 extracciones	 hechas	 con	 este	 sistema	 tienden	 a	 enriquecer	 la	
muestra	 con	ARNs	mayores	de	200	bp,	 cuando	 fue	necesario	asegurar	 la	presencia	de	ARNs	
pequeños	en	 la	muestra	 se	 realizó	una	extracción	 con	 fenol:cloroformo	usando	el	 kit	Trizol®	











Las	muestras	 de	 ARN	 utilizadas	 en	 ensayos	 de	 PCR	 cuantitativa	 (RT-qPCR)	 requieren	
estar	libres	de	cualquier	rastro	de	ADN,	por	lo	que	fueron	sometidas	a	un	segundo	tratamiento	
con	 DNasa	 I	 (Turbo	 DNA-freeTM,	 Ambion),	 siguiendo	 las	 indicaciones	 del	 fabricante	 para	
tratamientos	de	muestras	con	alta	concentración.	Tras	este	tratamiento	se	comprobó	que	las	









de	Ambion).	Dicha	 retrotranscripción	 se	 llevó	 a	 cabo	usando	el	 sistema	High	Capacity	 cDNA	
Reverse	Transcription	Kit	 (Applied	Biosystems),	y	siempre	de	forma	simultánea	para	todas	las	
muestras	 a	 comparar.	Brevemente,	 las	 condiciones	de	 la	 reacción	 consistieron	en	un	primer	
paso	 de	 10	 min	 a	 25	 °C	 para	 la	 hibridación	 de	 los	 oligonucleótidos,	 2	 h	 a	 37	 °C	 para	 la	







Las	 reacciones	de	PCR	cuantitativa	 (RT-qPCR)	 se	 realizaron	usando	el	ADNc	obtenido	
tal	 y	 como	 se	ha	detallado	en	el	 apartado	anterior.	 El	 ensayo	 se	hizo	empleando	 triplicados	
biológicos	 de	 cada	 muestra	 a	 comparar,	 así	 como	 triplicados	 técnicos	 de	 las	 mismas.	 Para	
realizar	el	ensayo	de	RT-qPCR	se	utilizaron	10	ng	de	ADNc	de	forma	rutinaria,	pero	cuando	el	
gen	a	estudiar	presentaba	baja	expresión	esta	cantidad	se	aumentó	a	100	ng.	
	 Para	 la	amplificación	se	siguieron	 las	 indicaciones	previamente	descritas	por	Morales	
et	al.	(2006),	utilizando	oligonucleótidos	para	el	gen	de	interés	(0,2	µM)	y	el	kit	Power	SYBR®	
Green	PCR	Master	Mix	 (Applied	Biosystems).	 Los	 valores	de	amplificación	 fueron	 registrados	







Biosystems),	 con	 los	parámetros	predefinidos.	Estos	cebadores	 fueron	validados	mediante	 la	
realización	de	una	recta	patrón	con	diluciones	seriadas	de	ADNc.	Se	consideraron	adecuadas	








Para	 la	 comparación	 de	 los	 niveles	 de	 ARN	 en	 dos	 condiciones	 distintas	 se	 utilizó	 el	
método	2-ΔΔCt	 descrito	por	 Livak	and	Schmittgen	 (2001).	 Según	este	método	 los	 valores	de	Ct	
(del	 inglés	Threshold	cycle)	obtenidos	se	 refieren	a	un	control	 interno	 (en	nuestro	caso	rpoN	
para	 las	 comparaciones	 cromosómicas	 y	 tetA	 para	 las	 plasmídicas)	 y	 posteriormente	 se	





















su	 extremo	 5’,	 es	 decir,	 ARNs	 procesados	 y	 por	 ende	 no	 primarios.	 Ésta	 primera	 reacción	
enzimática,	 al	 igual	 que	 las	 posteriores,	 se	 concluyó	 mediante	 una	 extracción	 con	
fenol:cloroformo	 y	 la	 ulterior	 precipitación	 del	 ARN	 con	 etanol.	 Las	 muestras	 de	 ARN,	
resuspendidas	en	agua,	fueron	sometidas	a	un	tratamiento	con	la	pirofosfatasa	TAP	(en	inglés	
Tobacco	acid	pyrophosphatase),	que	convierte	los	grupos	trifosfato	presentes	en	los	extremos	
5’	 de	 ARNm	 primarios	 en	 grupos	 monofosfato;	 ahora,	 el	 oligonucleótido	 GeneRacer	 RNA	
puede	unirse	a	esos	extremos	5’	monofosfato	mediante	la	acción	de	la	T4	ARN	ligasa.	A	partir	














crecida	en	MMlowFe,	 condición	en	 la	que	 la	producción	de	PrrF1	y	PrrF2	es	máxima,	 tras	 lo	




cada	 oligonucleótido	 marcado,	 incubando	 la	 mezcla	 a	 90	 °C	 durante	 2	 min,	 y	 precipitando	
luego	el	ARN-oligo32P	con	KAc	0,3	M	pH	5,2	y	etanol	y	resuspendiéndolo	en	agua.	El	paso	del	
primer	 extension	 se	 realizó	 a	 42	 °C	 con	 200	 U	 de	 la	 retrotranscriptasa	 reversa	 M-MLV	







El	 fragmento	de	ADN	de	295	bp	usado	 como	marcador	 se	 generó	amplificando	ADN	
cromosómico	de	P.	putida	KT2440	con	los	cebadores	PE-PrrF1dir	y	PE-PrrF1inv,	el	segundo	de	
ellos	 previamente	 marcado	 con	 32P	 en	 su	 extremo	 5’.	 Este	 ADN	 se	 trató	 5	 min	 con	 ácido	
fórmico	19M,	 tras	 lo	cual	 se	precipitó	con	acetato	sódico	0,3	M	y	3	volúmenes	de	etanol.	El	
precipitado	 se	 resuspendió	en	100	µl	 de	piperidina	1	M	y	 se	 incubó	a	65	 °C	durante	30	min	




Usando	 esta	 misma	 metodología	 también	 se	 llevó	 a	 cabo	 un	 ensayo	 de	 primer	
extension	 para	 comparar	 los	 extremos	 5’	 del	 tránscrito	 CrcZ	 primario	 y	 el	 tránscrito	 CrcZ	
procesado	(CrcZ*).	En	este	caso	se	usaron	muestras	de	ARN	correspondientes	a	las	estirpes	P.	















mediante	 electrotransferencia	 semiseca	 con	 el	 equipo	 Trans-Blot®	 SD	 (BioRad).	 Esta	
transferencia	 fue	 realizada	 a	 400	 mA	 durante	 1	 h.	 Pasado	 este	 tiempo,	 el	 ARN	 se	 fijó	 a	 la	
membrana	mediante	 luz	 ultravioleta	 en	 un	 transiluminador	 UVC	 500	 Ultraviolet	 Crosslinker	
(Amersham	Biosciences),	siguiendo	las	indicaciones	del	fabricante.	
	
La	 hibridación	 con	 la	 sonda	 se	 llevó	 a	 cabo	 en	 un	 horno	 de	 hibridación	 (Amersham	
Hybridization	 oven/shaker,	 GE	 Healthcare).	 El	 primer	 paso	 consistió	 en	 un	 periodo	 de	
incubación	de	2	h	a	68	°C	en	tampón	de	prehibridación	(DIG	Easy	HybTM,	Roche),	tras	el	cual	se	
añadió	 la	 sonda	marcada	 con	 digoxigenina	 (ver	 apartado	 4.5.6.1)	 y	 se	 incubó	 toda	 la	 noche	
(O/N)	a	42	°C.	Al	día	siguiente	se	 lavó	 la	membrana	siguiendo	el	protocolo	de	Sambrook	and	
Russell,	 2001;	 esto	 es,	 primeramente	 se	 hizo	 un	 lavado	 a	 temperatura	 ambiente	 (RT)	 con	
tampón	 SSC	 1X	 con	 SDS	 0,1%,	 y	 seguidamente	 se	 realizaron	 tres	 lavados	 a	 68	 °C	 usando	
tampón	 SSC	 0,5X	 con	 SDS	 0,1%.	 Tras	 esto	 se	 reveló	 la	membrana	mediante	 el	 sistema	DIG	
Luminiscent	 Detection	 Kit	 (Roche),	 siguiendo	 las	 instrucciones	 del	 fabricante.	 Las	 bandas	
fueron	visualizadas	o	bien	con	películas	para	 rayos	X	 (Agfa),	o	bien	utilizando	el	ChemiDocTM	









adecuada	 para	 ser	 transcritos	 desde	 el	 promotor	 SP6	 del	 plásmido.	 Tras	 comprobar	 los	
plásmidos	resultantes	pSPT18-PrrF1	y	pSPT18-PrrF2	por	secuenciación,	se	pasó	a	la	generación	
de	la	sonda	marcada.	El	plásmido,	previamente	linealizado	con	la	enzima	de	digestión	EcoRI,	se	
usó	 como	 molde	 para	 la	 retrotranscripción	 in	 vitro	 con	 la	 SP6	 ARNpol,	 siguiendo	 las	
indicaciones	del	sistema	empleado	(DIG	RNA	Labeling	Kit	(SPE6/T7),	Roche).	

























(2015).	 El	ARN	marcado	 (ver	apartado	4.5.7.1)	 y	diferentes	 concentraciones	de	 las	proteínas	
Crc	y/o	Hfq	(purificadas	como	se	describe	en	Moreno	et	al.,	2015)	se	incubaron	durante	20	min	
a	 RT	 en	 tampón	 de	 unión	 en	 presencia	 de	 un	 inhibidor	 de	 ribonucleasas	 (RNasin®	 RNase	
Inhibitor,	 Promega)	 y	 de	 un	 competidor	 inespecífico	 (1	 µg	 de	 ARNt).	 Se	 utilizaron	 dos	
tampones	de	unión	diferentes,	el	 tampón	HEPES+MgCl2	 (10	mM	KOH	pH	7,9,	35	mM	KCl	y	2	
mM	MgCl2)	 y	 el	 tampón	 HEPES	 (50	 mM	 HEPES,	 250	 mM	 NH4Cl	 y	 glicerol	 10%;	 pH	 7),	 este	
último	usado	en	los	experimentos	de	ITC	(ver	apartado	4.8.2).	
	 	



















32P],	 30	min	 a	 37	 °C.	 Tras	 este	 tiempo,	 se	 inactivó	 la	 enzima	 por	 calor,	 y	 se	 purificó	 el	 ARN	

















Independientemente	de	 la	metodología	empleada,	 las	células	 fueron	reinoculadas	en	
medio	con	antibiótico	a	0,05	A600,	para	luego	ir	tomando	muestras	y	midiendo	su	actividad	β-









para	 lo	cual	 las	células,	previamente	 lavadas,	se	reinoculan	a	0,03	A600	en	placas	multipocillo	
transparentes	de	fondo	plano	(Costar).		
	

























quedar	 en	 el	 medio,	 y	 posteriormente	 reinoculadas	 (en	 triplicados)	 a	 0,03	 A600	 en	 placas	
multipocillo	 de	 paredes	 negras	 y	 fondo	 transparente	 (Corning).	 Los	 valores	 de	 fluorescencia	
(excitación	405	nm	y	 emisión	460	nm)	medidos	 con	un	 lector	de	placas	multipocillo	 (TECAN	
Infinite	m200,	Tecan	Group	Ltd.),	fueron	normalizados	respecto	a	la	turbidez	(A600).		
	







Para	 la	detección	de	pioverdina	en	medio	sólido	 (1,5	%	de	agar)	 se	usaron	placas	de	
medio	 mínimo	 M9	 con	 30	 mM	 de	 succinato,	 84,5	 µM	 de	 hierro	 (medio	 MMScc),	 y	
concentraciones	crecientes	del	quelante	2,2-bipiridilo	(2,2-BP).	Los	cultivos	O/N	fueron	lavados	
con	 sales	M9	 (carentes	de	hierro)	 y	 resuspendidas	 a	 106	 bacterias/mL,	 luego	 se	depositaron	
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Se	 estudió	 la	 morfología	 de	 las	 células,	 previamente	 fijadas	 e	 inmovilizadas,	
fotografiándolas	 a	 100	 aumentos	 con	 el	microscopio	 óptico	Olympus	DP70.	 Con	 este	 fin,	 se	



















Genómica	 del	 Parque	 Científico	 de	Madrid,	 España.	 De	 forma	 resumida,	 se	 eliminó	 el	 ARNr	
mediante	 el	 sistema	 Ribo-Zero	 rRNA	 Removal	 Kit	 (Illumina)	 para	 muestras	 bacterianas	 y	 se	
construyeron	 librerías	direccionales	 (es	decir,	 específicas	de	hebra),	empleando	el	 kit	TruSeq	
DNA	PCR-Free	Library	Preparation	Kit	 (Illumina).	La	secuenciación	se	 llevó	a	cabo	en	formato	
de	 lectura	 de	 extremo	 único	 (en	 inglés	 single	 end)	 con	 el	 sistema	HiSeqTM	 2000	 Sequencing	
System	 (Illumina).	 A	 fin	 de	 obtener	 una	 base	 de	 datos	 con	 secuencias	 homogéneas,	 se	






El	 análisis	 inicial	 de	 los	 datos	 de	 secuenciación	 del	 transcriptoma	 se	 realizó	 en	 el	
Servicio	 de	 Bioinformática	 para	Genómica	 del	 CNB-CSIC.	 Las	 lecturas	 obtenidas	 se	 alinearon	
respecto	 al	 genoma	 de	 Pseudomonas	 putida	 KT2440	 (secuencia	 de	 referencia	 NCBI	




KT2440,	 siendo	además	 la	mayoría	 (>	92,45%)	eventos	de	alineación	única.	 La	clasificación	e	
indexado	de	 los	archivos	de	alineamiento	 (archivos	 con	extensión	 .bam)	 fue	 realizada	con	el	
programa	SAMtools	(Li	et	al.,	2009),	y	la	asignación	de	las	lecturas	alineadas	a	los	genes	(lo	que	
implica	la	cuantificación	de	las	mismas)	con	la	función	HTSeq-count	del	paquete	HTSeq	Python	
(Anders	 et	 al.,	 2015).	 Para	 visualizar	 el	 alineamiento	 de	 las	 lecturas	 se	 ha	 utilizado	 el	
visualizador	 IGV	 (del	 inglés	 Integrative	 Genomics	 Viewer”;	 Broad	 Institute)”	
(http://software.broadinstitute.org/software/igv/;	 Robinson	 et	 al.,	 2011).	 Para	 analizar	 la	
variación	 de	 la	 expresión	 génica	 entre	 las	 diferentes	 muestras	 se	 empleó	 el	 Bioconductor	
edgeR	 (Robinson	 et	 al.,	 2010),	 con	 los	 parámetros	 por	 defecto.	 Dado	 que	 no	 se	 realizaron	
réplicas	biológicas,	 la	 significancia	estadística	de	 los	 resultados	 fue	 calculada	atribuyendo	un	
valor	de	dispersión	de	0,12,	tal	y	como	se	recomienda	en	el	manual	de	Bioconductor	edgeR.	
	












El	 análisis	 del	 proteoma	 de	 las	 cepas	 de	 P.	 putida	 KT2440	 y	 de	 los	mutantes	 KTVC,	





Las	 estirpes	 de	P.	 putida	 KT2440,	 KTVC,	 KT2440Δhfq	 y	 KTHC	 se	 incubaron	 en	medio	
mínimo	 con	 succinato	 como	 única	 fuente	 de	 carbono	 (MMScc)	 hasta	 fase	 exponencial	 (0,6	
A600),	momento	en	que	se	recogieron	20	mL	de	cada	cultivo	mediante	centrifugación	a	4	°C.	Los	
precipitados,	resuspendidos	en	2 mL	de	tampón	de	lisis	(20	mM	Tris,	7	M	urea,	2	M	tiourea,	5%	




Tras	 precipitar	 las	 proteínas	 del	 sobrenadante	 con	metanol/cloroformo,	 siguiendo	 el	
protocolo	 descrito	 por	 Wessel	 and	 Flugge	 (1984),	 éstas	 se	 resuspendieron	 en	 160	 µl	 de	
tampón	de	 resuspensión	 (7	M	urea,	2	M	 tiourea,	 y	100	mM	bromuro	de	 tetraetilamonio).	A	






















espectrometría	 de	 masas	 (MS,	 del	 inglés	Mass	 spectrometry).	 Para	 ello,	 1	 µg	 de	 fracción	






Tanto	 la	 identificación	 de	 las	 proteínas	 como	 el	 análisis	 de	 su	 expresión	 diferencial	
fueron	realizados	por	Proteobotics	S.L.	(España).	De	forma	resumida,	los	espectros	de	MS/MS	
obtenidos	se	exportaron	a	formato	mgf	con	el	programa	Peak	View	v1.2.0.3,	y	los	péptidos	se	




de	25	ppm	y	un	margen	de	error	de	 fragmento	 iónico	de	0,02	Da,	 valores	con	 los	que	se	es	
posible	 perder	 dos	 lugares	 de	 corte	 crípticos	 y	 un	 error	 isotópico	 máximo	 (13C)	 de	 1,	
considerando	 la	 modificación	 fija	 de	 la	 cisteína	 por	 metil-metano-tiosulfato	 (MMTS),	 la	
oxidación	variable	de	la	metionina,	ácido	piroglutámico	desde	glutamina	o	ácido	glutámico	del	
extremo	 N-terminal	 del	 péptido,	 y	 la	 modificación	 de	 la	 lisina	 y	 el	 extremo	 N-terminal	 del	
péptido	con	Tandem	Mass	Tags	(TMT)	6-plex	reactivos.	Se	usaron	modelos	de	distribución	de	
puntos	para	calcular	 los	valores	peptídicos	de	p-valor	(Ramos-Fernández	et	al.,	2008).	Para	el	












4.8.1. Cuantificación	de	 la	 concentración	de	hierro	mediante	Espectrometría	de	masas	
con	plasma	acoplado	inductivamente	(ICP-MS)	
	




Para	 la	 determinación	 de	 la	 concentración	 de	 hierro	 intracelular	 se	 recogieron,	
mediante	 centrifugación,	 15	 mL	 de	 células	 crecidas	 hasta	 fase	 exponencial	 (A600	 0,6)	 en	 el	
medio	 pertinente	 en	 cada	 caso.	 Los	 precipitados	 fueron	 disueltos	 en	 ácido	 nítrico	 al	 20%	 y	
posteriormente	 hervidos.	 El	 contenido	 de	 hierro,	 determinado	 en	 mg/L,	 fue	 normalizado	





Los	ensayos	de	 ITC	 (del	 inglés	 Isothermal	 titration	 calorimetry)	 se	 llevaron	a	 cabo	en	
colaboración	 con	 Tino	 Krell,	 en	 la	 Estación	 Experimental	 del	 Zaidín	 (EEZ-CSIC),	 usando	 un	
microcalorímetro	VP-Microcalorimeter	(MicroCal,	Northampton,	MA,	USA)	a	25	°C.	
	Las	proteínas	Hfq	y	Crc	(purificadas	como	se	describe	en	Moreno	el	al.,	2014)	fueron	
dializadas	 frente	 a	 tampón	 HEPES	 (50	 mM	 HEPES	 pH	 7,5,	 250	 mM	 NH4Cl	 y	 10%	 glicerol),	
coincidente	con	el	tampón	empleado	por	Mikulecky	et	al.	 (2004)	para	calcular	 las	constantes	
termodinámicas	 de	 la	 unión	 de	 Hfq	 al	 ARN	 DrsA.	 El	 oligonucleótido	 de	 ARN	 alkS	 utilizado	
(Moreno	et	al.,	2009)	fue	generado	por	síntesis	química	(Sigma-Aldrich)	y	resuspendido	en	el	






inyecciones	de	8	µl	 con	un	 tiempo	de	espera	entre	 las	mismas	de	4	min,	parámetros	que	se	
mantuvieron	 en	 el	 resto	 de	 experimentos.	 Al	 hacer	 esto	 se	 comprobó	 que	 no	 había	 calores	
inespecíficos	 de	 dilución	 para	 25	 µM	 HfqHEX	 (considerando	 Hfq	 hexamerizada),	 20	 µM	 Crc	










2	 µM	 HfqHEX	 y	 2	 µM	 alkS	 (relación	 1:1:1),	 para	 comprobar	 si	 hay	 interacción	 pasada	 la	
saturación.	Por	otro	lado	se	inyectó	una	mezcla	de	20	µM	alkS	+	2	µM	Crc	en	una	celda	con	2	










































La	 primera	 parte	 de	 esta	 tesis	 se	 centró	 en	 profundizar	 en	 un	 aspecto	 de	 interés	 y	
anteriormente	estudiado	en	nuestro	laboratorio,	el	origen	y	 la	regulación	de	los	ARNp	CrcZ	y	







Se	 sabe	que	 la	 transcripción	desde	 los	 promotores	PcrcZ	 y	PcrcY	 es	 dependiente	del	




putida	 KT2442	 y	 en	 los	mutantes	ΔrpoN	 (cepa	 KT2442rpoN::Ωkm)	 y	 cbrB	 (cepa	MPO401)	 se	
observa	 que,	 si	 bien	 en	 el	mutante	 cbrB	 no	 se	 detectan	 estos	 tránscritos,	 su	 cantidad	 en	 el	
mutante	ΔrpoN	es	semejante	a	 la	presente	en	 la	cepa	silvestre	KT2442	(Hernández-Arranz	et	
al.,	2016).	Esto	sugiere	la	existencia	de	un	promotor	anterior	a	PcrcZ,	independiente	de	RpoN,	






Nos	 planteamos	 la	 posibilidad	 de	 que	 en	 cbrB,	 el	 gen	 anterior	 a	 crcZ,	 existiera	 un	
promotor	 interno	 desde	 donde	 se	 sintetizase	 un	 tránscrito	 largo	 que	 incluyese	 a	 crcZ.	 Para	
comprobarlo	 construimos	 una	 batería	 de	 fusiones	 transcripcionales	 del	 promotor	PcbrB	 y	 el	
gen	cbrB	al	gen	reportero	 lacZ,	conteniendo	fragmentos	de	ADN	progresivamente	más	cortos	
en	dirección	5’	→	3’,	las	cuales	fueron	clonadas	en	el	vector	pMP220	mediante	los	enzimas	de	
restricción	 EcoRI	 y	 XbaI.	 Únicamente	 la	 fusión	 más	 larga,	 denominada	 PcbrBfw1rv7-lacZ	
(abreviada	 como	 FW1	 o	 como	PcbrB-lacZ)	 contiene	 el	 promotor	PcbrB,	 y	 llega	 hasta	 118	 nt	
después	del	codón	de	stop	de	cbrB,	extremo	3’	que	se	mantuvo	en	el	 resto	de	fusiones	 (Fig.	
	 82	
6a).	 La	 hipótesis	 postulaba	 que	 la	 fusión	 PcbrBfw1rv7-lacZ	 sería	 la	 más	 activa	 de	 todas,	
disminuyendo	dicha	actividad	al	desaparecer	el	promotor	PcbrB,	y	que	la	actividad	volvería	a	
menguar	 cuando	 se	perdiera	el	 hipotético	promotor	 interno	de	 cbrB.	 Sin	embargo,	 tanto	en	
medio	rico	(medio	LB,	Fig.	6b)	como	en	medio	mínimo	(medio	MMScc,	Fig.	6c),	la	única	fusión	
con	 actividad	β-galactosidasa	 es	PcbrBfw1rv7-lacZ,	 lo	 que	 indica	 que	 no	 existe	 un	 promotor	





Figura	 6	 |	 Actividad	 β-galactosidasa	 de	 las	 diferentes	 fusiones	 cbrB-lacZ.	 (a)	 Representación	
esquemática	de	la	porción	de	cbrB	contenida	en	cada	una	de	las	fusiones,	donde	se	muestra	que	todas	
ellas	comparten	el	cebador	reverso	(RV7)	pero	tienen	oligonucleótidos	directos	propios	con	las	que	son	







se	 sabe	 que	 afectan	 a	 los	 niveles	 de	 CrcZ	 y	 CrcY	 (García-Mauriño	 et	 al.,	 2013;	 Hernández-
Arranz	 et	 al.,	 2016),	 influyen	 en	 la	 actividad	 de	 PcbrB.	 Para	 ello	 se	 ensayó	 la	 actividad	 β-
galactosidasa	de	 la	fusión	de	referencia	PcbrBfw1rv7-lacZ	 (abreviada	como	PcbrB-lacZ)	en	 los	
mutantes	crc	(KTCRC),	hfq	(KT2440Δhfq),	ihf	(KT2442ihfA::Km)	y	rpoN	(KT2442rpoN::Ωkm).	Los	



































































































El	 incremento	 de	 actividad	 que	 experimenta	 el	 promotor	PcbrB	 en	 el	mutante	 rpoN	
puede	explicar,	en	parte,	la	presencia	de	tránscritos	de	crcZ	en	dicho	mutante.	Sin	embargo,	si	
se	tiene	en	cuenta	que	la	actividad	del	promotor	PcrcZ	es	mucho	mayor	que	la	de	PcbrB	(Fig.	
















detectado	 en	 la	 cepa	 silvestre	 (datos	 no	 mostrados).	 Así	 mismo,	 también	 contábamos	 con	
datos	 previos	 que	 indicaban	 que	 crcY	 podía	 transcribirse	 a	 partir	 de	 su	 promotor	 PcrcY,	
dependiente	de	CbrB,	y	también	desde	un	promotor	anterior	que	generaba	un	tránscrito	largo	






los	 niveles	 de	 tránscrito	 CrcZ	 primario	 y	 procesado	 (denotados	 como	 CrcZ	 y	 CrcZ*	
respectivamente)	mediante	un	ensayo	de	Northern	Blot.		
	





































del	ARN	CrcZ	es	producto	de	 la	 transcripción	desde	el	promotor	PcrcZ,	 y	del	mutante	ΔrpoN	
(KT2442rpoN::Ωkm),	 en	 el	 que,	 al	 no	 ser	 activo	 PcrcZ,	 todo	 el	 ARN	 de	 crcZ	 presente	 debe	
provenir	 de	 PcbrB.	 El	 ARNp	 GlmY	 de	 E.	 coli	 puede	 originarse	 de	 dos	 promotores,	 uno	
dependiente	 de	 σ54	 y	 otro	 de	 σ70,	 con	 el	mismo	 inicio	 de	 transcripción	 (Reichenbach	 et	 al.,	
2009),	 posibilidad	que	quisimos	analizar	 enriqueciendo	 la	muestra	 con	 tránscritos	primarios,	
para	lo	que	el	ensayo	5’	RACE	se	combinó	con	el	uso	del	enzima	TEX	(del	inglés	Terminator	5ʹ-










de	 otro	 promotor	 en	 la	 zona.	 De	 los	 clones	 secuenciados,	 la	 mayoría	 (71	 %)	 presentan	 un	
extremo	 5’	 localizado	 entre	 las	 posiciones	 -9	 a	 -5,	 considerando	 el	 +1	 determinado	 en	 este	
experimento	 para	 PcrcZ	 (Fig.	 8a),	 sugiriendo	 la	 existencia	 de	 un	 sitio	 de	 procesamiento	 del	
tránscrito	cbrB-crcZ	en	esa	zona,	al	tiempo	que	confirma	que	los	tamaños	de	los	tránscritos	de	
crcZ	 nativo	 y	procesado	 (CrcZ	 y	CrcZ*,	 respectivamente)	 son	 tan	 similares	que	no	es	posible	
diferenciarlos	en	un	gel	de	acrilamida	como	 los	empleados	en	 los	ensayos	de	Northern	Blot.	
Por	 otro	 lado,	 el	 hecho	de	 que	 no	 se	 haya	 obtenido	 ningún	 clon	 que	 contenga	 el	 tránscrito	
largo	nativo	completo	puede	ser	debido	a	la	procesividad	de	la	retrotranscriptasa	utilizada	o,	
más	 probablemente,	 a	 que	 el	 tránscrito	 largo	 experimente	 un	 rápido	 procesamiento	 en	 la	
célula.	 De	 hecho,	 si	 comparamos	 mediante	 RT-qPCR	 la	 cantidad	 de	 tránscritos	 cbrB	 y	 crcZ	
presentes	en	 la	estirpe	wt	 (P.	putida	KT2442)	y	en	el	mutante	ΔrpoN	 (KT2442rpoN::Ωkm),	 se	
observa	que,	 si	 bien	en	el	mutante	ΔrpoN	 los	 tránscritos	de	 crcZ	 son	alrededor	de	16	 veces	
más	abundantes	que	los	tránscritos	de	cbrB,	en	la	estirpe	wt	la	diferencia	es	de	unas	10	veces	





crcZ,	 previamente	 marcado	 con	 el	 isótopo	 radioactivo	 32P	 (ver	 detalles	 en	 la	 metodología,	
apartado	 4.5.5.2),	 y	 muestras	 de	 ARN	 de	 la	 estirpe	 silvestre	 (wt,	 P.	 putida	 KT2442)	 y	 del	
mutante	ΔrpoN	 (KT2442rpoN::Ωkm),	que	 fueron	 tratadas,	o	no,	 con	el	enzima	TEX	de	 forma	
selectiva.	Esta	aproximación	experimental	nos	permitió	comparar	los	extremos	5’,	así	como	la	
abundancia	relativa	de	los	tránscritos	CrcZ	y	CrcZ*	en	ambas	estirpes.	En	la	muestra	de	ARN	de	









(Fig.	 8b),	 apoyando	 así	 la	 idea	 de	 que,	 aunque	 sí	 existe	 CrcZ*	 en	 la	 estirpe	 silvestre,	 su	









el	 mutante	 ΔrpoN.	 En	 los	 paneles	 de	 columnas	 inferiores	 se	 muestra	 la	 frecuencia	 (%)	 de	 dichos	
extremos	5’.	(b)	Mediante	extensión	del	cebador	(primer	extension)	se	determinaron	los	extremos	5’	de	
CrcZ	 en	 muestras	 de	 ARN	 tratadas	 (+)	 y	 no	 tratadas	 (-)	 con	 TEX,	 a	 fin	 de	 comparar	 los	 tránscritos	
primarios	y	procesados.	Los	números	de	la	 izquierda	corresponden	a	 las	posiciones	de	los	extremos	5’	





sonda	 específica	 para	 la	 parte	 central	 de	 crcZ	 y	muestras	 de	 ARN	 de	 la	 estirpe	 silvestre	 (P.	
putida	 KT2442),	 el	mutante	ΔrpoN	 (KT2442rpoN::Ωkm)	 y	 el	mutante	ΔcbrB	 (MPO401),	 todas	
ellas	crecidas	en	medio	LB	hasta	fase	exponencial	(0,6	A600),	y	usando	ARN	del	mutante	ΔcrcZ	






























































































putida	 KT2442	 (wt)	 observamos	 que	 la	 mayoría	 son	 resistentes	 a	 TEX,	 ergo	 la	 mayoría	 del	
ARNp	 CrcZ	 presente	 en	 esta	 estirpe	 debe	 de	 originarse	 en	 el	 promotor	 PcrcZ.	 Mediante	 la	




son	 de	 tamaño	 similar,	 coincidiendo	 con	 la	 presencia	 de	 un	 punto	 de	 procesamiento	 del	
tránscrito	largo	cerca	del	inicio	de	transcripción	de	PcrcZ.	Nótese	que	en	el	mutante	ΔcbrB	no	
se	detecta	CrcZ	primario,	puesto	que	en	ausencia	de	CbrB	el	promotor	PcrcZ	 no	es	activo,	 y	





Figura	9	 |	 Identificación	por	Northern	Blot	de	 los	niveles	de	CrcZ	presentes	en	 las	cepas	KT2442	 (wt),	
MPO401	(ΔcbrB)	y	KT2442rpoN::Ωkm	(ΔrpoN),	comparando	los	ARNs	primarios	(+;	muestra	tratada	con	
TEX)	y	los	procesados	(–	;	muestra	sin	tratar	con	TEX).	Como	control	se	ha	empleado	la	cepa	KT2440-Z	
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también	 la	 alteración	 de	 la	 transcripción	 desde	 PcbrB,	 provocando	 la	 desaparición	 del	
tránscrito	 de	 crcZ	 tanto	 primario	 como	 procesado	 (Fig.	 9).	 Con	 el	 propósito	 de	 estudiar	 el	












lugar	 a	 una	 falta	 completa	 de	 proteína	 CbrB,	 pues	 sólo	 se	 incorporaría	 la	metionina	 inicial,	











dominio	 N-terminal	 es	 un	 dominio	 receptor	 (dominio	 REC)	 donde	 se	 halla	 el	 aminoácido	 aspártico	
fosforilable	 (indicado	 como	℗).	 A	 continuación	 se	 encuentra	 el	 dominio	 ATPasa,	 el	 cual	 además	 de	
actividad	ATPasa	contiene	el	motivo	conservado	GAFTGA	donde	interacciona	el	factor	σ54	(marcado	con	
una	G	en	la	figura),	los	motivos	Walker	A	y	Walker	B	(A	y	B,	motivos	de	unión	a	ATP),	el	motivo	Switch	(S,	
responsable	de	 la	 comunicación	entre	 las	 subunidades)	 y	el	motivo	R-ring	 (R,	 favorece	 la	hidrólisis	de	
ATP).	Por	último	se	 sitúa	el	dominio	de	unión	al	ADN	 (dominio	HTH)	 (Nishijyo	et	al.,	 2001;	 Joly	et	al.,	




dominio	 y	 la	mayoría	 del	 segundo,	 conteniendo	 todos	 los	motivos	que	han	 sido	 señalados	de	 interés	
para	la	actividad	del	dominio	ATPasa.	
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La	 diferencia	 entre	 los	 mutantes	 KTB1	 y	 KTB340	 radica	 en	 que,	 si	 bien	 el	 primero	
carece	por	completo	de	proteína	CbrB,	en	el	segundo	mutante	se	traduce	una	proteína	CbrB	
truncada	(CbrB*340)	que	contiene	el	dominio	receptor	y	casi	la	totalidad	del	dominio	ATPasa,	











MMScc	 hasta	 fase	 exponencial	 (0,6	 A600),	 condición	 donde	 la	 producción	 de	 CrcZ	 y	 CrcY	 es	
elevada	(La	Rosa	et	al.,	2015).	Los	resultados	obtenidos	se	compararon	con	datos	previos	que	




	 crcZ crcY cbrB 
KT2440	(wt) 134,7	±	14,8 74,7	±	10,3 3,9	±	1,6 
KT2442	(wt) 142,7	±	24,9 67,7	±	23,4 3,8	±	1,4 
MPO401 3,9	±	0,3 38,9	±	0,8 ND 
KTB340 10,6	±	2,5 10,7	±	0,8 0,83	±	0,34 















Estos	 datos	 no	 coinciden	 con	 la	 idea	 de	 que	 las	mutaciones	 ámbar	 cbrB1	 y	 cbrB340	
estén	afectando	a	la	traducción	pero	no	a	la	transcripción	de	cbrB.	Por	lo	tanto,	se	comprobó	
cuál	 es	 la	 cantidad	 de	 tránscrito	 cbrB	 presente	 en	 las	 diferentes	 estirpes	 analizadas.	 Los	
resultados	indican	que	los	niveles	de	tránscrito	cbrB	están	afectados	tanto	en	el	mutante	KTB1	
como,	en	menor	medida,	en	el	mutante	KTB340;	dejando	la	duda	de	si	se	debe	a	un	defecto	en	
la	 actividad	 de	 PcbrB	 o	 es	 consecuencia	 de	 una	 menor	 estabilidad	 de	 los	 tránscritos	 no	
traducidos	 (Iost	 and	 Dreyfus,	 1995;	 Kaberdin	 and	 Bläsi,	 2006).	 Por	 ende,	 nos	 planteamos	
comprobar	qué	efecto	tienen	estas	mutaciones	ámbar	sobre	la	actividad	del	promotor	PcbrB,	














lacZ.	 (a)	 Representación	 esquemática	 de	 las	 diferentes	 fusiones	 PcbrB-lacZ	 ensayadas,	 indicando	 con	
asteriscos	el	 lugar	donde	se	 introdujeron	 los	codones	de	parada.	Se	representa	con	rayas	 la	región	de	










biofilm,	 así	 como	 una	 deficiencia	 de	 crecimiento	 cuando	 se	 usan	 arginina,	 tirosina	 o	 citrato	
como	 única	 fuente	 de	 carbono	 (Amador	 et	 al.,	 2016).	 Para	 estudiar	 si	 los	mutantes	 KTB1	 y	




























































bacteria.	 Efectivamente,	 en	 medio	 LB	 (Fig.	 12a)	 todas	 las	 estirpes	 analizadas	 crecieron	 con	
velocidades	similares,	por	lo	que	podemos	deducir	que	la	falta	de	CbrB	no	afecta	a	la	eficacia	
biológica	 (fitness)	de	 la	bacteria	cuando	ésta	crece	en	medio	rico.	En	el	caso	de	MMScc	 (Fig.	
12b),	si	bien	todos	los	mutantes	ΔcbrB	crecieron	sin	problemas,	la	velocidad	de	crecimiento	de	










(KTB1CRC,	 en	 verde).	 Los	 datos	 corresponden	 a	 la	 media	 de	 duplicados	 biológicos	 con	 triplicados	
técnicos	medidos	en	placas	multipocillo.	































































































los	 mutantes	 traduccionales	 KTB1	 y	 KTB340	 se	 observa	 cuando	 la	 bacteria	 crece	 en	 medio	
mínimo	con	citrato	como	única	fuente	de	carbono	(Fig.	12c).	En	estas	condiciones	las	estirpes	




los	mutantes	ΔcbrB	 no	 quedan	 claras,	 aunque	 se	 intuye	 cierta	 ventaja	 en	 el	 crecimiento	 de	
KTB340	respecto	al	de	KTB1	y	MPO401.	
	
Estos	 datos	 confirman	 que	 la	 ausencia	 de	 CbrB	 afecta	 a	 la	 eficacia	 biológica	 de	 la	
bacteria	 sólo	 en	 determinadas	 condiciones,	 como	 serían	 los	medios	MMCit	 y	MMTyr,	 y	 que	




cbrB.	 Una	 posibilidad	 es	 que	 CbrB*340	 actúe,	 de	 forma	 limitada,	 como	 activador	 de	
transcripción	 sin	 unirse	 al	 ADN,	 como	 ya	 se	 ha	 descrito	 en	 otros	 casos	 (Huala	 and	 Ausubel	
1989;	Huala	et	al.,	1992;	Berger	et	al.	1994;	Porrúa	et	al.,	2009).	
	
Curiosamente,	 durante	 el	 proceso	 de	 construcción	 del	 mutante	 KTB1	 obtuvimos	 un	




Este	 tipo	 de	 mutantes	 compensatorios	 ya	 los	 habíamos	 obtenido	 antes	 en	 el	
laboratorio	al	mutar	crcZ	y	crcY,	pues	la	ausencia	de	ambos	ARNp	le	genera	un	fenotipo	hiper-









Al	 analizar	 las	diferentes	 fusiones	del	promotor	de	cbrB	 vimos	que,	 curiosamente,	 la	
actividad	de	la	fusión	larga	PcbrBfw1rv7-lacZ,	que	engloba	desde	el	inicio	del	promotor	PcbrB	















Con	 el	 objeto	 de	 confirmar	 que	 las	 variaciones	 de	 actividad	 β-galactosidasa	 son	
consecuencia	 directa	 de	 diferencias	 en	 el	 nivel	 de	 transcripción	 y	 no	 de	 algún	 evento	 post-
transcripcional	no	considerado,	se	midió	mediante	RT-qPCR	el	nivel	de	tránscrito	lacZ	derivado	
de	 la	 actividad	 de	 PcbrB,	 y	 se	 comparó	 con	 la	 actividad	 β-galactosidasa	 de	 las	 fusiones	
PcbrBfw1rv8-lacZ	 (contiene	 el	 promotor	 PcbrB	 pero	 nada	 del	 gen	 cbrB),	 PcbrBfw1rv7-lacZ	
(porta	 el	 promotor	 PcbrB	 así	 como	 el	 gen	 cbrB	 completo),	 y	 PcrcZ-lacZ	 (que	 nos	 sirve	 de	





Figura	 14	 |	 Comparación	 de	 la	 abundancia	 de	
tránscrito	 y	 de	 la	 actividad	 β-galactosidasa	 en	 las	
fusiones	 PcbrBfw1rv8-lacZ,	 PcbrBfw1rv8-lacZ	 y	
PcrcZ-lacZ.	 La	 abundancia	 del	 tránscrito	 lacZ	
(columnas	rayadas)	se	cuantificó	mediante	RT-qPCR	
usando	el	método	2-ΔΔCt	descrito	en	 la	metodología.	
Para	 ello	 se	 utilizó	 como	 control	 interno	 el	
tránscrito	 de	 tetA,	 el	 gen	 de	 resistencia	 que	 porta	
pMP220,	 el	 plásmido	 en	 el	 que	 están	 las	 fusiones	
transcripcionales,	 y	 como	 control	 externo	 una	
estirpe	 transformada	 con	 el	 plásmido	 pMP220	 sin	
inserto.	 Estos	 datos	 se	 compararon	 con	 la	
correspondiente	actividad	β-gal	 (columnas	 lisas)	de	











































































































al	 buscarlas	 en	 el	 genoma	 de	P.	 putida	 KT2440	mediante	 la	 herramienta	web	Bioexpression	
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/bioexpression/	 J.C.	 Oliveros,	 no	 publicado),	 los	 únicos	
resultados	obtenidos	 correspondan	a	 los	 genes	cbrB	 (PP4696)	 y	mvaB	 (PP3540),	motivo	que	
nos	llevó	a	pensar	que	pudieran	estar	cumpliendo	alguna	función	relacionada	con	CrcZ/CrcY.		
	
Los	 datos	 de	 actividad	β-galactosidasa	 resultantes	 de	 estas	 fusiones,	 que	 incluyen	 el	
promotor	 de	 cbrB	 y	 fragmentos	 cada	 vez	mayores	 del	 gen	 cbrB	 (Fig.	 15a),	muestran	 que	 al	
incluir	 la	primera	de	 las	secuencias	de	C+G	de	las	presentes	tanto	en	cbrB	como	en	mvaB	 (el	
primer	 rombo	 oscuro),	 incluida	 en	 las	 fusiones	 PcbrBfw1rv12-lacZ	 y	 PcbrBfw1rv2-lacZ,	 se	
alcanza	la	actividad	máxima	de	PcbrB	(no	hay	diferencia	estadística	en	la	actividad	de	estas	dos	
fusiones	 respecto	 a	 la	 actividad	 de	 la	 fusión	 de	 referencia	 PcbrBfw1rv7;	 Fig.	 15b).	 Esto	 nos	
permite	definir	una	zona	indispensable	para	la	actividad	del	promotor	PcbrB	correspondiente	a	
los	 primeros	 220	 –	 290	 nt	 después	 del	 inicio	 de	 traducción	 de	 cbrB	 y	 apunta	 a	 que	 estas	
regiones	ricas	en	C+G	pudieran	tener	algún	efecto	en	este	fenómeno.	
	
Los	 datos	 de	 los	 que	 disponemos	 actualmente	 no	 son	 suficientes	 para	 extraer	
información	sobre	el	papel	de	las	series	de	C+G	presentes	en	cbrB	pero	no	en	mvaB	(rombos	
de	 color	 claro;	 Fig.	 15a).	 Si	 bien	 parece	que	 la	 presencia	 de	 la	 primera	 de	 las	 series	 de	C+G	
exclusiva	 de	 cbrB	 tendría	 algo	 de	 influencia	 en	 la	 actividad	 del	 promotor	 PcbrB	 (como	 se	









la	porción	del	 gen	cbrB	 presente	en	 cada	una,	 así	 como	 las	 series	de	C+G	presentes.	 Los	 rombos	gris	
oscuro	 corresponden	 a	 series	 de	 C+G	 presentes	 en	 cbrB	 y	mvaB,	 y	 los	 rombos	 gris	 claro	 a	 series	
exclusivas	de	cbrB.	(b)	Actividad	β-galactosidasa	de	las	fusiones	PcbrB-lacZ	en	medio	LB	a	0,4	A600.	Los	
datos	corresponden	a	tres	réplicas	independientes.	Se	realizó	un	ANOVA	para	comparar	la	actividad	de	



































































































Cuando	 se	 inició	 este	 trabajo,	 una	 de	 las	 grandes	 preguntas	 concernientes	 a	 la	
represión	catabólica	en	P.	putida	era	cómo	la	proteína	Crc	reprime	la	traducción	de	los	ARNm	
diana.	 Se	 sabía	que,	 aunque	Crc	no	 se	une	por	 sí	 sola	 a	 los	ARNm	diana,	 pues	es	Hfq	quien	
realiza	el	 reconocimiento	 inicial	 (Milojevic	et	al.,	2013;	Moreno	et	al.,	2015),	 la	presencia	de	
Crc	hace	que	el	complejo	tripartito	Hfq-Crc-ARNm	sea	más	estable	(Moreno	et	al.,	2015),	pero	
se	 desconocía	 el	 mecanismo	 subyacente.	 Crc	 podría,	 por	 ejemplo,	 estar	 aumentando	 la	
afinidad	 o	 la	 estabilidad	 de	 Hfq	 por	 el	 ARNm.	 Los	 trabajos	 previos	 de	Moreno	 et	 al.	 (2015)	
indican	que	la	presencia	de	Crc	aumenta	la	estabilidad	in	vitro	del	complejo	tripartito	Hfq-ARN-
Crc,	 cuando	 ésta	 es	 analizada	 mediante	 EMSA.	 Estas	 evidencias	 coinciden	 con	 datos	 más	
recientes	 (Sonnleitner	et	al.,	2017b)	 según	 los	cuales	 la	unión	de	Hfq	con	el	ARN	amiE	 se	ve	
incrementada	alrededor	de	4	veces	en	presencia	de	Crc.	Otra	posibilidad	no	analizada	en	ese	









NH4Cl,	 10%	 glicerol)	 con	 el	 cual	 ya	 se	 había	medido	 con	 éxito	 la	 unión	 de	 Hfq	 al	 ARN	DsrA	
(Mikulecky	 et	 al.,	 2004).	 Aunque	 no	 se	 muestran	 los	 datos,	 antes	 de	 llevar	 a	 cabo	 el	
experimento	 de	 ITC	 confirmamos	 mediante	 ensayos	 de	 retrardo	 en	 gel	 que	 el	 complejo	
tripartito	Hfq-ARN-Crc	puede	formarse	en	estas	condiciones,	puesto	que	los	ensayos	originales	




(45	±	 11,3	 nM,	 Fig.	 16a)	 y	 en	 presencia	 de	 Crc	 (39	±	 24	 nM,	 Fig.	 16b).	 Los	 datos	 obtenidos	













Figura	 16	 |	 Estimación	 de	 la	 cinética	 de	 unión	 de	 Hfq	 y/o	 Crc	 al	 ARN	 alkS	 medida	 por	 ITC.	 Se	
comprobaron	dos	condiciones:	(a)	en	ausencia	de	Crc,	titulando	2	μM	HfqHEX	con	20	μM	ARN	alkS	y	(b)	
en	 presencia	 de	 Crc,	 titulando	 2	 μM	HfqHEX	 +	 2	 μM	 Crc	 con	 20	 μM	 ARN	 alkS	 +	 2	 μM	 Crc.	 Los	 datos	
mostrados	corresponden	a	una	única	réplica,	pero	se	realizaron	duplicados	de	donde	obtuvimos	que	la	














regulators	on	 the	control	of	 iron	homeostasis	 in	Pseudomonas	putida.	Bajo	 revisión	en	Environmental	
Microbiology.	
	
En	 la	segunda	parte	de	esta	 tesis	doctoral	nos	propusimos	determinar	qué	 funciones	
reguladoras	ejercen	Hfq	y	Crc	en	un	medio	diferente	al	medio	LB	-	condición	en	 la	que	estas	
proteínas	 han	 sido	 ampliamente	 estudiadas	 -	 distinguiendo	 entre	 aquellas	 que	 ejercen	




el	 transcriptoma	 de	 la	 célula	 en	 condiciones	 en	 las	 que	 la	 represión	 catabólica	 es	 baja,	 en	
concreto	en	medio	mínimo	con	succinato	como	fuente	de	carbono	(MMScc)	donde,	debido	a	
los	 altos	 niveles	 de	 CrcZ	 y	 CrcY	 (La	 Rosa	 et	 al.,	 2015),	 Crc	 debería	 ser	mayoritariamente	 no	
funcional	mientras	que	Hfq	aún	podría	estar	presente	en	niveles	suficientes	como	para	ejercer	
otras	 funciones	 reguladoras	 en	 las	 que	 Crc	 no	 intervenga	 de	 forma	 directa.	 El	 medio	
seleccionado	exhibe	otra	ventaja,	y	es	que,	a	diferencia	de	lo	que	ocurre	en	otros	medios,	los	
mutantes	crc	 (KTVC)	y	hfq	 (KT2440Δhfq)	presentan	velocidades	de	crecimiento	similares	a	 las	
de	la	cepa	parental,	con	una	diferencia	en	su	tiempo	de	generación	del	2	-	3%	respecto	al	de	la	






en	 azul)	 y	 hfq	 crc	 (KTHC,	 en	 lila)	 en	 MMScc,	 el	 medio	 donde	 se	 ha	 llevado	 a	 cabo	 el	 ensayo	 de	
transcriptómica.	Los	datos	corresponden	a	 la	media	±	SD	de	duplicados	biológicos	crecidos	con	 fuerte	
aireación	en	matraces,	 las	mismas	condiciones	que	se	utilizaron	para	cultivar	 las	células	de	 las	que	se	
obtuvo	el	ARN	para	los	ensayos	de	transcriptómica.	Los	tiempos	de	generación	obtenidos	son	51	±	3	min	
para	KT2440,	53	±	2	min	para	KTVC,	51	±	4	min	para	KT2440Δhfq	y	62	±	4	para	el	KTHC.	































Se	 realizaron	 dos	 ensayos	 de	 transcriptómica	 similares,	 en	 los	 que	 la	 principal	
diferencia	 fue	 el	 origen	 de	 la	 cepa	 silvestre	 KT2440.	 En	 el	 primero	 de	 ellos,	 la	 cepa	 KT2440	
utilizada	fue	la	tradicionalmente	empleada	en	nuestro	laboratorio,	obtenida	de	Ken	Timmis	en	
1986,	 y	 a	 la	 que	 hemos	 denominado	 KT2440-FR	 para	 distinguirla	 de	 otras	 variantes.	 Para	 la	
realización	 de	 este	 primer	 ensayo	 de	 transcriptómica	 se	 empelaron	muestras	 de	 ARN	 de	 la	
estirpe	 silvestre	 (KT2440-FR)	 y	 los	mutantes	 crc	 (KTCRC),	hfq	 (KT2440Δhfq)	 y	hfq	 crc	 (KTHC),	
correspondientes	 a	 cultivos	 crecidos	 en	 MMScc	 hasta	 0,6	 A600.	 Consideramos	 que	 un	 gen	
estaba	diferencialmente	expresado	entre	 las	dos	cepas	comparadas	cuando	 los	niveles	de	su	




















Nuestra	 información	 sobre	 las	 consecuencias	 o	 relevancia	 de	 la	 deleción	 génica	
experimentada	 por	 KT2440-FR	 es	 limitada.	 De	 entre	 los	 genes	 que	 parecen	 haber	 sido	
afectados	se	pueden	destacar	fepA	 (PP2242),	que	codifica	un	receptor	de	membrana	externa	
de	 captación	 de	 hierro,	 el	 receptor	 de	 aerotaxis	 aer-1	 (PP2257),	 el	 transportador	 de	














estirpes	 KT2440-FR	 y	 KTCRC,	 a	 excepción	 de	 una	 zona	 intergénica	 entre	 PP2239	 y	 PP2240.	 Esta	 zona	






	 A	 fin	 de	 dictaminar	 si	 la	 deleción	 de	 KT2440-FR	 tenía	 consecuencias	 en	 la	 eficiencia	
biológica	de	 la	bacteria	 se	 comparó	 su	 velocidad	de	 crecimiento	 con	 la	de	 la	 estirpe	 control	
KT2440	(obtenida	del	laboratorio	de	Víctor	de	Lorenzo),	inoculando	cultivos	de	ambas	estirpes	
en	medio	mínimo	 con	 diferentes	 fuentes	 de	 carbono	 en	 placas	multipocillo,	 y	 siguiendo	 su	
crecimiento	con	el	lector	TECAN	Infinite	m200.	Como	se	puede	ver	en	la	figura,	no	se	aprecian	
diferencias	entre	las	dos	estirpes	cuando	la	fuente	de	carbono	es	succinato	(MMScc,	Fig.	19b)	
o	 sacarosa	 (MMSuc,	 Fig.	 19f),	 pero	 KT2440-FR	 crece	 algo	más	 despacio	 que	 KT2440	 cuando	
utiliza	citrato	(MMCit,	Fig.	19c),	glucosa	(MMGlc,	Fig.	19d)	o	fumarato	(MMFum,	Fig.	19e).	En	




quimiotaxis	 se	 decidió	 comparar	 la	motilidad	 natatoria	 (swimming)	 de	 las	 estirpes	 KT2440	 y	
KT2440-FR,	presentando	esta	última	menor	motilidad	 tipo	swimming	 (Fig.	20g).	 La	motilidad	
tipo	swimming	fue	analizada	en	diferentes	fuentes	de	carbono,	observándose	diferencias	entre	










No	 se	 han	 observado	 diferencias	 entre	 KT2440	 y	 KT2440-FR	 en	 otros	 fenotipos	
comprobados	a	lo	largo	de	esta	tesis	doctoral,	tales	como	producción	de	pioverdina,	niveles	de	
los	 ARNp	 PrrF1	 y	 PrrF2,	 concentración	 intracelular	 de	 hierro	 o	 expresión	 de	 aquellos	 genes	
cuyos	niveles	fueron	comprobados	mediante	RT-qPCR,	entre	otros	(datos	no	mostrados).	
	
Dado	 que	 la	 ausencia	 de	 alrededor	 de	 30	 genes	 en	 la	 estirpe	 control	 suponía	 un	
cambio	demasiado	grande	como	para	poder	obtener	 resultados	 fiables	 sobre	el	efecto	de	 la	
inactivación	 de	 hfq,	 decidimos	 repetir	 el	 ensayo,	 esta	 vez	 utilizando	 como	 cepa	 silvestre	 el	
aislado	 de	 P.	 putida	 KT2440	 cedido	 por	 Víctor	 de	 Lorenzo,	 del	 que	 derivan	 los	 mutantes	
KT2440Δhfq	y	KTHC,	y	generando	un	nuevo	mutante	en	el	gen	crc	a	partir	de	ese	aislado	(cepa	
KTVC,	obtenida	por	intercambio	alélico	con	un	alelo	crc::tet).	De	esta	manera,	comparamos	el	
transcriptoma	 de	 las	 estirpes	 KT2440,	 KTVC,	 KT2440Δhfq	 y	 KTHC,	 todas	 ellas	 isogénicas,	





en	 (a)	medio	 LB	 y	 en	medio	mínimo	 con	diferentes	 fuentes	 de	 carbono:	 (b)	 succinato,	 (c)	 citrato,	 (d)	




































































































Los	 resultados	 obtenidos	 en	 este	 segundo	 ensayo	 de	 transcriptómica	 indican	 que,	
considerando	 como	 cambio	 de	 expresión	 significativo	 aquél	 que	 es	 ≥	 ±3	 veces	 (log2FC	 ≥	
|1,585|)	y	FDR	≤	0,01),	en	el	mutante	crc	(KTVC)	cambian	82	genes	respecto	a	la	cepa	silvestre,	
en	el	mutante	hfq	 (KT2440Δhfq)	 179	genes	 y	en	el	mutante	doble	hfq	crc	 (KTHC)	301	genes	




del	mutante	 crc	 (KTVC)	 (Fig.	 22).	 Dado	que	Hfq	 y	 Crc	 son	 inhibidores	 post-transcripcionales,	
aquellos	 genes	 susceptibles	 de	 estar	 regulados	 por	 estas	 proteínas	 deberían	 mostrar	 un	
aumento	de	expresión	en	los	mutantes	en	hfq	y	crc;	mientras	que	los	genes	que	experimentan	






















Figura	 21	 |	 Número	 de	 genes	 que,	 según	 nuestros	 resultados	 de	 RNA-Seq,	 tienen	 un	 cambio	 de	
expresión	de	al	menos	±	3	veces	(log2FC	≥	|1,585|	y	FDR	≤	0,01)	en	las	estirpes	crc	(KTVC,	círculo	verde),	














proteínas	 hipotéticas,	 o	 proteínas	 de	 función	 desconocida,	 todos	 ellos	 por	 tanto	 ORFs	 sin	


















Tabla	 6	 |	 Comprobación	 mediante	 RT-qPCR	 de	 los	 resultados	 de	 la	 transcriptómica	 en	 un	 número	
seleccionado	 de	 genes.	 Las	muestras	 de	ARN	 se	 obtuvieron	 de	 células	 crecidas	 en	MMScc	 hasta	 fase	
exponencial	 (0,6	A600).	 Los	datos,	obtenidos	a	partir	de	 triplicados	biológicos	 y	 técnicos,	 se	analizaron	
mediante	el	método	de	2-ΔΔCt	(ver	Métodos).	Los	cambios	en	los	niveles	de	ARN	se	indican	en	“número	
de	veces”	respecto	a	la	estirpe	silvestre	KT2440	(wt).	Rojo,	genes	con	un	cambio	≥	3	veces;	verde,	genes	






RT-qPCR	 RNA-Seq	 RT-qPCR	 RNA-Seq	 RT-qPCR	 RNA-Seq	
PP0230	 tauD	 1,1	±	0,5	 -2,6*	 1,2	±	0,8	 -	 -3,2	±	1,0	 -5,1	
PP0232	 tauB	 -5,1	±	2,6	 -3,0	 1,2	±	0,5	 -	 -7,1	±1,4	 -3,9	
PP0235	 lsfA	 -2,5	±	0,8	 -3,0	 -1,4	±	0,3	 -	 ND	 -2,7*	
PP0238	 ssuD	 1,8	±	1,6	 -	 3,4	±	2,0	 3,8	 -20,2	±	13,4	 -3,4	
PP0272	 	 -2,3	±	1,4	 -4,2	 1,4	±	0,4	 -	 -1,6	±	0,3	 -	
PP0553	 acoC	 -1,7	±	1,0	 -	 80,5	±	40,7	 39,9	 154,3	±	68,7	 63,1	
PP0718	 	 -1,8	±	0,2	 -3,4	 -1,1	±	0,6	 -	 ND	 -	
PP0843	 iscU	 -1,8	±	0,5	 -	 1,0	±	0,2	 2,1*	 1,4	±	0,3	 3,2	
PP0933	 mreB	 -1,2	±	0,4	 2,3*	 -1,8	±	0,5	 -	 1,1	±	0,4	 4,2	
PP0946	 sodA	 -1,7	±	0,4	 -	 2,6	±	0,6	 20,1	 2,1	±	0,6	 -	
PP1009	 gap-1	 1,2	±	0,2	 2,5*	 1,5	±	0,4	 -	 ND	 -	
PP1121	 	 -1,3	±	0,5	 -4,5	 1,3	±	0,6	 -	 ND	 -	
PP1167	 dctM	 1,0	±	0,2	 3,1	 3,2	±	0,6	 8,0	 1,9	±	0,4	 5,1	
PP1317	 petA	 -1,1	±	0,7	 -	 -5,2	±	2,2	 -4,1	 -3,0	±	1,3	 -	
PP2010	 	 -2,5	±	0,8	 -3,2	 -4,0	±	1,4	 -6,1	 ND	 -5,7	
PP2206	 yegQ	 1,1	±	0,5	 -	 -3,5	±	1,3	 -7,8	 -1,3	±	0,4	 -	
PP2260	 	 -2,2	±	0,8	 -9,1	 1,2	±	0,4	 -	 ND	 -	
PP3436	 rarD-2	 1,2	±	0,3	 4,0	 1,3	±	0,5	 -	 ND	 -	
PP3639	 	 -1,2	±0,6	 -6,5	 -1,1	±	0,5	 -	 ND	 -	
PP3797	 	 -1,5	±	0,5	 -	 -5,1	±	0,9	 -2,5*	 -11,2	±	1,7	 -4,0	
PP3804	 	 -2,2	±	0,4	 -	 -7,4	±	1,9	 -5,5	 -15,7	±1,5	 -8,2	
PP4116	 aceA	 -3,6	±	1,5	 -4,0	 -2,6	±	0,8	 -	 -3,8	±	1,0	 -2,7*	
PP4216	 pvdE	 -2,2	±	1,0	 -10,7	 -1,8	±	0,7	 -5,3	 -2,2	±	1,3	 -15,9	
PP4217	 fpvA	 -2,0	±	0,7	 -	 -4,1	±	1,3	 -2,9*	 -11,5	±	4,0	 -6,5	
PP4219	 ppsD	 -2,7	±	0,9	 -12,3	 -1,8	±	0,7	 -7,5	 -1,1	±	0,8	 -14,7	
PP4244	 pvdS	 -2,1	±	0,7	 -	 3,6	±	1,2	 2,7*	 3,5	±	0,9	 4,6	
PP4245	 pvdY	 -4,5	±	0,8	 -3,7	 -3,2	±	0,7	 -2,5*	 -30,1	±	8,1	 -4,3	
PP4250	 ccoN-1	 -2,4	±	1,4	 -2,0*	 -10,3	±	3,8	 -6,3	 -9,9	±	4,0	 -4,6	
PP4253	 ccoP-1	 -1,2	±	0,8	 -4,8	 -9,3	±	0,5	 -8,4	 -11,5	±	7,6	 -10,1	
PP4612	 fecR	 -2,4	±	0,8	 -	 1,6	±	0,5	 -	 1,2	±	0,4	 3,6	
PP4650	 cioB	 -2,5	±	0,3	 -3,2	 -1,3	±	0,5	 -	 -3,9	±	0,8	 -	
PP4728	 grpE	 1,3	±	0,3	 2,4*	 1,1	±	0,2	 -	 ND	 -	
PP4730	 fur	 1,3	±	0,2	 -	 1,4	±	0,2	 -	 1,2	±	0,1	 2,4*	
PP5291	 pyrE	 1,9	±	0,5	 5,8	 -1,5	±	0,2	 -	 2,8	±	0,7	 7,5	
PP5307	 exbD	 -1,1	±	0,9	 3,6	 3,5	±	0,9	 10,5	 3,3	±	0,4	 20,3	






KT2440Δhfq	 (sodA,	petA	 y	 yegQ)	 no	 se	 observó	 variación	 en	 la	 cantidad	 de	 ARN	 cuando	 se	
analizó	mediante	 RT-qPCR,	 quizás	 porque	 la	 técnica	 de	 RT-qPCR	 es	menos	 sensible	 o	 quizás	
porque	se	traten	de	falsos	positivos.	Sin	embargo,	sí	que	se	confirmó	el	cambio	de	expresión	
en	 varios	 genes	 que	 en	 la	 transcriptómica	 sólo	 parecían	 cambiar	 en	 el	mutante	 doble	 KTHC	
(iscU,	mreB,	PP3797,	fpvA,	pvdS,	fecR	y	copR).	También	resulta	curiosa	la	detección,	mediante	
RT-qPCR,	 de	 variación	 de	 expresión	 en	 casos	 no	 detectados	 en	 el	 RNA-Seq,	 revelando	 que	
algunos	 genes	 que	 parecían	 afectados	 sólo	 en	 el	mutante	 doble	 KTHC	 también	 lo	 están	 en	








el	 profago	4	de	PP1532	a	PP1584	 (Wu	et	 al.,	 2011;	Martínez-García	 et	 al.,	 2015a),	 siendo	el	
profago	 1	 el	 más	 grande	 de	 todos.	 Sorprendentemente,	 los	 resultados	 de	 transcriptómica	
mostraban	 un	 descenso	 muy	 grande,	 de	 hasta	 -2.000	 veces,	 en	 la	 expresión	 de	 los	 genes	
correspondientes	al	profago	1	en	KT2440Δhfq	y	en	su	derivado	KTHC	(log2FC	de	-11,25	y	-11,09	
respectivamente	para	el	gen	PP3909).	Al	no	observar	lecturas	de	dichos	genes	en	las	estirpes	







Figura	23	 |	 Sección	del	 alineamiento	de	 las	 lecturas	del	 RNA-Seq	 con	el	 programa	 IGV	para	 la	 región	
génica	correspondiente	al	profago	1,	comparando	las	estirpes	KT2440	(wt),	KTVC	(crc),	KT2440Δhfq	(hfq)	
y	 KTHC	 (hfq	 crc).	 Las	 lecturas	 en	 sentido	 5’	→	 3’	 están	 representadas	 en	 color	 azul	 y	 las	 lecturas	 en	












PP3868,	 localizado	 en	 el	 centro	 del	 profago	 1	 y	 al	 cual	 se	 le	 habían	 atribuido	 lecturas	 en	 el	
ensayo	de	 transcriptómica.	 Si	bien	en	 la	 cepa	parental	 se	observan	productos	de	PCR	de	 los	
tamaños	esperados	en	los	tres	casos,	en	el	mutante	hfq	sólo	se	obtuvo	amplificación	del	gen	
PP3868	 (Fig.	 24),	 lo	 que	 nos	 llevó	 a	 concluir	 que	 el	 profago	 1	 se	 ha	 escindido	 de	 P.	 putida	
KT2440Δhfq.		
La	aparente	amplificación	del	gen	PP3868	observada	en	el	mutante	hfq	 (Fig.	24),	que	

























Las	 proteínas	Hfq	 y	 Crc	 son	 reguladores	 post-transcripcionales	 y,	 aunque	 tienen	una	
clara	influencia	sobre	el	transcriptoma	de	la	célula,	su	efecto	directo	es	inhibir	la	traducción	de	
los	ARNm,	y	por	tanto	reducir	 los	niveles	de	proteína.	Por	esta	razón	se	realizó	un	ensayo	de	












ensayo	 de	 RNA-Seq,	 y	 en	 las	 mismas	 condiciones,	 es	 decir,	 en	 células	 creciendo	
exponencialmente	(0,6	A600)	en	medio	MMScc.	
	




veces	 (log2FC	 ≥	 |0,49|).	 De	 este	 filtrado	 se	 obtuvo	 que	 está	 afectada	 la	 expresión	 de	 10	
proteínas	en	el	mutante	crc,	54	en	el	mutante	hfq	y	81	proteínas	en	el	mutante	doble	hfq	crc	
(Fig.	25;	Tabla	S4).	Curiosamente,	de	entre	estas	proteínas,	la	mayoría	(9	de	crc,	46	de	hfq	y	61	
de	 hfq	 crc)	 no	 corresponden	 con	 genes	 que	 presenten	 cambios	 a	 nivel	 de	 ARN,	 lo	 que	 –	
descartando	 el	 caso	 de	 proteínas	 ribosomales	 cuyo	 ARNr	 fue	 intencionadamente	 eliminado	


















agrupados	 en	 las	 siguientes	 categorías	 funcionales:	 síntesis	 de	 proteínas	 (principalmente	
	 107	
proteínas	 ribosomales),	 metabolismo	 energético	 (sobre	 todo	 proteínas	 relacionadas	 con	 el	








efectos	 ocasionados	 por	 la	 falta	 de	 Hfq.	 Ciertamente,	 el	 número	 de	 genes	 cuya	 expresión	
cambia	 es	 mucho	 menor	 en	 la	 cepa	 KTVC	 (82	 genes)	 que	 en	 KT2440Δhfq	 (179	 genes)	 y,	
además,	la	mayoría	de	estos	genes	tienen	cambios	de	expresión	más	bajos	en	el	mutante	crc	














el	 hecho	 de	 que	 la	 mayoría	 de	 los	 genes	 afectados	 en	 KTVC	 se	 expresen	menos	 que	 en	 la	
estirpe	 silvestre	 (Fig.	 22;	 Tabla	 S1),	 y	 no	 más,	 como	 se	 esperaría	 de	 aquellos	 genes	 que	
estuvieran	inhibidos	post-transcripcionalmente	por	Crc.		
	
De	 entre	 los	 genes	 cuyo	 nivel	 de	 ARNm	 se	 ve	 incrementado	 en	 ausencia	 de	 Crc,	






en	 las	 concentraciones	 milimolares	 de	 succinato,	 como	 las	 existentes	 en	 este	 caso,	 el	




crc	 quizás	 sean	 debidos	 a	 que	 haya	 una	mayor	 cantidad	 de	 proteína	Hfq	 disponible	 en	 esta	








43	 corresponden	 a	 proteínas	 hipotéticas	 o	 proteínas	 sin	 función	 asignada	 y	 32	 a	 genes	
asignados	a	profagos,	quedando	104	genes	a	considerar.	De	estos	104	genes,	39	de	ellos	están	
relacionados	 con	 el	 metabolismo	 del	 hierro,	 21	 son	 genes	 relacionados	 con	 el	 transporte	 y	
metabolismo	de	aminoácidos,	acetoína	u	otros	compuestos,	13	son	componentes	de	la	cadena	




Tal	 y	 como	 se	 ha	mencionado	en	 la	 introducción	 (apartado	 2.3),	 el	metabolismo	del	
hierro	está	estrictamente	regulado,	ya	que	este	microelemento	supone	una	encrucijada	para	la	
célula	 al	 ser	 al	mismo	 tiempo	un	 cofactor	 indispensable	para	 el	 correcto	 funcionamiento	de	






PVD	 se	 une	 a	 hierro	 férrico	 (Fe3+),	 y	 esta	 forma	 de	 pioverdina	 unida	 a	 hierro	 (llamada	
ferripioverdina,	PVD-Fe)	es	reconocida	e	introducida	en	la	célula	a	través	de	FpvA,	un	receptor	
de	 pioverdina	 dependiente	 de	 TonB,	 es	 decir,	 un	 receptor	 que	 obtiene	 la	 energía	 requerida	
para	la	internalización	de	la	PVD-Fe	del	complejo	ExbB-ExbD-TonB.	Si	bien	P.	putida	tiene	una	




factor	 anti-σ	 y	 de	 otro	 gen	 que	 codifica	 para	 un	 transportador	 de	 sideróforo	 o	 de	 hemo;	
mientras	que	 los	dos	 factores	ECF-σ	 restantes,	Pp-ECFσ-4	 (denotado	como	pvdS	o	pfrI)	y	Pp-
ECFσ-6	 (fpvI),	 están	 localizados	 en	 el	 agrupamiento	 génico	 de	 producción	 de	 pioverdina	
(Martínez-Bueno	et	al.,	2002;	Matthijs	et	al.,	2009).	En	P.	aeruginosa	el	el	 factor	anti-σ	FecR	
regula	 la	 actividad	 de	 el	 factor	 ECF-σ	 PvdS,	 que	 controla	 la	 transcripción	 de	 los	 genes	 de	
síntesis	 de	 PVD	 (Ravel	 and	 Cornelis,	 2003),	 y	 FpvI,	 que	 regula	 la	 síntesis	 del	 receptor	 de	
pioverdina	FpvA	(Cornelis,	2009).	Otros	factores	ECF-σ	regulan	la	producción	de	determinados	




Al	 comparar	 el	 nivel	 de	 ARNm	de	 estos	 genes	 en	 los	mutantes	 KTVC,	 KT2440Δhfq	 y	
KTHC	respecto	al	observado	en	la	estirpe	silvestre	KT2440,	se	observa	que	para	la	mayoría	de	
ellos	 la	abundancia	de	estos	mensajeros	es	mayor	en	ausencia	de	Hfq,	pero	no	de	Crc,	 tal	 y	
como	 se	 indica	 en	 la	 tabla	 7.	 La	 única	 excepción	 es	 el	 receptor	 de	 sideróforos	 fpvA,	 que	
	 109	
presenta	 niveles	 de	 ARN	 menores	 en	 el	 mutante	 hfq	 que	 en	 el	 wt.	 Así	 pues,	 estos	 datos	
sugieren	que	 los	genes	 implicados	en	 la	captación	de	PVD-Fe	ven	 incrementada	su	expresión	
cuando	se	inactiva	hfq.	
	
Por	 el	 contrario,	 los	 genes	 implicados	 en	 la	 producción	 de	 pioverdina	 se	 expresan	
menos	 en	 el	 mutante	 hfq	 que	 la	 estirpe	 wt;	 en	 la	 mayoría	 de	 los	 casos	 este	 efecto	 es	
observable	tanto	en	el	mutante	KT2440Δhfq	como	en	el	mutante	doble	KTHC.	El	primer	paso	
de	 biosíntesis	 de	 PVD	 tiene	 lugar	 en	 el	 citoplasma	 por	 la	 acción	 de	 las	 enzimas	 NRPS	
(codificadas	por	los	genes	pvdD,	pvdJ,	pvdI,	syrP	y	pvdH),	encargadas	de	sintetizar	ferribactina,	












de	 la	 regulación	 de	 la	 homeostasis	 del	 hierro	 en	 otras	 Pseudomonas	 (Cornelis	 and	 Matthijs,	 2002;	
Cornelis	et	al.,	2009;	Cornelis,	2010;	Llamas	and	Bitter,	2010;	Schalk	and	Guillon,	2013).	En	el	esquema	
se	muestra	un	perfil	general	de	captación	de	hierro	mediante	receptores	de	sideróforos	dependientes	











































































Quisimos	 completar	 la	 perspectiva	 incluyendo	 los	 resultados	 del	 ensayo	 de	
proteómica,	 pero	 la	 mayoría	 de	 las	 proteínas	 vinculadas	 con	 la	 síntesis	 y	 captación	 de	
sideróforos	 no	 fueron	 detectadas,	 probablemente	 debido	 a	 su	 localización	 celular	 no	
citoplásmica.	De	todos	 los	genes	considerados	como	 implicados	en	 la	homeostasis	del	hierro	
(genes	de	biosíntesis	de	PVD,	receptores	de	sideróforos,	transportadores	ABC,	complejo	TonB,	
factores	ECF-σ	y	anti-σ,	bacterioferritinas	y	genes	presuntamente	implicados	en	la	formación	
de	grupos	 [Fe-S]),	 solamente	se	detectaron	proteínas	del	24	%	de	ellos	 (32	de	 los	131	genes	















que	 la	 ausencia	 de	 Hfq	 desregula	 la	 homeostasis	 del	 hierro,	 afectando	 por	 un	 lado	 a	 la	
producción	y	expulsión	de	pioverdina,	que	se	ve	reducida	tanto	en	el	mutante	KTVC	como,	en	
mayor	medida,	en	el	mutante	KT2440Δhfq,	y	también	de	genes	implicados	en	la	captación	de	
hierro,	 que	 en	 el	 mutante	 KT2440Δhfq	 está	 incrementada.	 Esto	 sugiere	 que	 Hfq	 regula	 la	




































































































































































Iniciamos	 nuestro	 trabajo	 sobre	 la	 implicación	 de	 Hfq	 y	 Crc	 en	 la	 regulación	 del	
metabolismo	del	hierro	comprobando	si	el	descenso	de	expresión	observado	en	los	genes	de	
biosíntesis	 de	 pioverdina	 (PVD)	 en	 los	 mutantes	 hfq	 y	 crc,	 tenía	 consecuencias	 fenotípicas	
detectables	 en	 términos	de	PVD	producida.	Al	 contrario	de	 lo	que	ocurre	en	otras	bacterias	
como	P.	 aeruginosa,	 la	 producción	 de	 PVD	 en	 un	 cultivo	 de	P.	 putida	 crecido	 en	matraz	 es	
difícilmente	visible,	y	la	coloración	amarillo/verdosa	característica	de	la	PVD	sólo	se	aprecia	en	
fases	muy	tardías	del	crecimiento	(cultivos	de	10	h	o	más,	datos	no	mostrados).	No	obstante,	




Los	 ensayos	 de	RNA-Seq	 se	 habían	hecho	 con	 células	 crecidas	 en	un	medio	 con	 alta	
cantidad	 de	 hierro,	 en	 el	 que	 la	 secreción	 de	 PVD	 debe	 ser	 baja.	Medimos	 el	 contenido	 en	
hierro	 de	 este	 medio	 mediante	 ICP-MS	 (Espectrometría	 de	 masas	 con	 plasma	 acoplado	
inductivamente),	resultando	un	valor	de	84,52	±	2,60	µM	de	hierro	(Fig.	30a).	Para	tener	una	
condición	 que	 forzara	 a	 la	 célula	 a	 producir	 PVD,	 modificamos	 este	 medio	 sustituyendo	 el	
Fe2SO4	 por	 (NH4)2SO4	 en	 la	misma	 concentración,	 obteniendo	 un	medio	 en	 el	 que	 el	 hierro	








ya	 que	 la	 suplementación	 de	 hierro	 en	 el	 medio	 MM2µMFe	 da	 por	 resultado	 los	 valores	
esperados.	Por	otro	lado,	estos	datos	nos	permiten	concluir	que	el	medio	mínimo	empleado	en	
el	 ensayo	 de	 transcriptómica,	 MMScc,	 es	 un	 medio	 en	 el	 que	 el	 hierro	 está	 a	 una	





















disponibilidad	 de	 hierro	 (MMScc,	 84,5	 µM	 Fe,	 con	 líneas	 discontinuas),	 o	 de	 escasez	 de	 hierro	








Se	 obtiene	 un	 resultado	 similar	 si	 se	 analiza	 la	 producción	 de	 pioverdina	 (PVD)	 en	
medio	sólido	(1,5	%	de	agar)	y	con	el	quelante	de	hierro	2,2-bipiridilo	(2,2-BP;	Watson	et	al.,	
2010)	 a	 una	 concentración	que	 atrapa	 casi	 todo	 el	 hierro	 disponible.	 En	medio	MMScc,	 con	
alta	 disponibilidad	 de	 hierro,	 ninguna	 de	 las	 estirpes	 analizadas	 produce	 niveles	 de	 PVD	






















































































(MMlowFe;	 Fig.	 29a	y	29b)	 como	en	medio	 sólido	 (MMScc	 con	1,2	mM	de	2,2-BP;	 Fig.	 29c),	






Figura	 29	 |	 Producción	 de	 PVD	 en	 las	 estirpes	P.	 putida	 KT2440	 (wt),	 KTVC	 (crc),	 KT2440Δhfq	 (hfq)	 y	
KT2440Δhfq	 complementada	 con	 el	 plásmido	 pHFQ	 (hfq	 pHFQ).	 (a)	 Análisis	 de	 la	 producción	 de	
fluorescencia	en	medio	mínimo	MMhighFe	 (84,5	µM	Fe;	 líneas	discontinuas)	 y	MMlowFe	 (0,3	µM	Fe;	


































































Observamos	 que	 la	 ausencia	 de	 Hfq	 y/o	 Crc	 no	 tiene	 efecto	 en	 la	 concentración	
intracelular	de	hierro,	ni	en	condiciones	de	abundancia	ni	de	carencia	del	microelemento	(Fig.	
30b),	y	que	las	bacterias	tienden	a	acumular	hierro	en	el	interior	celular,	concentrándolo.	Esta	
acumulación	de	metales,	no	 sólo	de	hierro,	 conocida	 como	“factor	de	 concentración”,	 se	ha	
descrito	 previamente	 y	 está	 relacionada	 con	 la	 eficiencia	 con	 la	 que	 la	 bacteria	 capta	 cada	
metal,	así	como	con	la	disponibilidad	de	dicho	metal	en	el	medio.	(Cunrath	et	al.,	2015;	Schalk	






interior	 celular.	 (a)	 Se	 determinó	 la	 concentración	 de	 hierro	 en	 medio	 LB	 y	 en	 medio	 mínimo	 con	
succinato	 en	 tres	 condiciones:	 en	 medio	 MMlowFe	 (MMScc	 modificado	 sustituyendo	 el	 Fe2SO4	 por	
(NH4)2SO4	a	 la	misma	concentración),	en	medio	MMlowFe	suplementado	con	2	µM	de	FeCl3	 (indicado	
como	 2	 µM	 FeCl3)	 y	 en	 el	 medio	 MMScc	 no	 modificado	 (aquí	 referido	 como	 MMScc	 highFe).	 La	
concentración	 de	 hierro	 determinada	 para	 cada	 muestra	 está	 indicada	 numéricamente	 sobre	 las	
columnas.	(b)	Estimación	de	la	cantidad	intracelular	de	hierro	(columnas)	referida	a	la	concentración	de	
hierro	 observada	 en	 los	 respectivos	 medios	 de	 cultivo	 (líneas	 de	 puntos)	 donde	 fueron	 crecidas	 las	
bacterias.	En	el	caso	de	 la	concentración	de	hierro	en	el	 interior	celular,	 los	valores	de	56Fe	obtenidos	
fueron	 normalizados	 respecto	 a	 la	 A600	 de	 cada	 cultivo.	 Los	 datos	 corresponden	 a	 la	media	±	 SD	 de	













































































































del	 operón	 exbB-exbD-tonB,	 que	 codifican	 el	 complejo	 TonB,	 encargado	 de	 proporcionar	 la	
energía	 protón	 motriz	 necesaria	 para	 la	 internalización	 de	 la	 ferripioverdina	 (PVD-Fe).	 Los	
ARNm	de	los	genes	exbB	y	tonB	contienen	motivos	CA	en	su	extremo	5’,	lo	que	les	convierte	en	
posibles	 candidatos	 de	 la	 regulación	 post-transcripcional	 conjunta	 de	 Hfq	 y	 Crc.	 Esta	
posibilidad	 se	 estudió	 usando	 la	 fusión	 traduccional	 PexbB’-‘lacZ,	 que	 incluye	 200	 bp	
correspondientes	al	promotor	PexbB	 clonadas	en	 fase	con	el	gen	reportero	 lacZ	en	el	vector	
pSEVA225T.		
	
Al	analizar	 la	actividad	β-galactosidasa	de	 la	 fusión	PexbB’-‘lacZ	 comprobamos	que	 la	
disponibilidad	de	hierro	parece	afectar	poco	a	la	expresión	desde	PexbB,	lo	cual	puede	deberse	
a	 que	 el	 complejo	 TonB	 no	 sólo	 está	 implicado	 en	 el	 transporte	 y	 captación	 de	 hierro,	 sino	
también	 de	 otros	 metales	 como	 cobre	 o	 zinc	 (Schalk	 and	 Cunrath,	 2016),	 que	 en	 nuestro	
medio	 mínimo	 se	 encuentran	 en	 cantidades	 mucho	 menores	 que	 descritas	 para	 el	 hierro	
(alrededor	de	1,2	µM	según	los	cálculos),	y	cuya	regulación	no	hemos	estudiado.		
	
En	 cuanto	 al	 efecto	 de	 crc	 y/o	 hfq	 se	 observa	 que	 la	 actividad	 β-galactosidasa	 de	
PexbB’-‘lacZ	efectivamente	se	ve	incrementada	en	KT2440Δhfq	y	el	doble	mutante	KTHC	(Fig.	
31),	 apoyando	 la	hipótesis	 de	un	 incremento	de	 la	 captación	de	PVD-Fe	en	 los	mutantes	 en	
hfq.	Se	trata,	sin	embargo,	de	un	cambio	moderado	(un	incremento	de	~	2	veces),	y	que	con	
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se	 localizan	 algo	 lejos	 de	 los	 inicios	 de	 traducción	 de	 estos	 genes,	 89	 nt	 y	 58	 nt	
respectivamente.	Aunque	no	 se	ha	determinado	a	qué	distancia	 del	AUG	deben	hallarse	 los	
dominios	CA	para	ser	activos,	sí	es	cierto	que	en	aquellos	casos	en	los	que	la	 interacción	con	
Hfq	 y	 Crc	 ha	 sido	 probada,	 éstos	 se	 localizan	 cerca	 del	 sitio	 de	 unión	 al	 ribosoma	 (RBS,	 del	






Figura	 32	 |	 Comparación	 de	 la	 secuencia	 consenso	 del	 motivo	 CA	 (CA-cons)	 con	 los	 motivos	 CA	
presentes	en	los	genes	tonB,	exbB	y	otros	genes	para	los	cuales	ha	sido	demostrado	el	efecto	de	Crc.	Se	









La	 regulación	de	 la	homeostasis	del	hierro	en	 las	bacterias	del	 género	Pseudomonas	
tiene	varios	elementos,	entre	los	que	destacan	la	proteína	reguladora	Fur	y	los	ARN	pequeños	
(ARNp)	 PrrF1	 y	 PrrF2.	 Se	 sabe	 que	 la	 actividad	 de	 la	 proteína	 reguladora	 Fur	 depende	








CA-cons:     AANAANAANAA!
exbB CA:           AACAAGAA  (89 nt)  AUG !
tonB CA:            AACAAGAU  (58 nt)  AUG !
benR CA:           AACAAUAA  (20 nt)  AUG!
benA CA:    AACAAUAACAA  (14 nt)  AUG!
benF CA:            AAAAACAA  (17 nt)  AUG!
phaC1 CA: ! ! !   AUG  (3 nt)  AACAAGAACAA !
alkS CA: ! ! !   AUG  (2 nt)  AAUAAUAAUAA!









En	 P.	 aeruginosa,	 PrrF1	 y	 PrrF2	 se	 localizan	 en	 tándem,	 pudiendo	 transcribirse	 de	
forma	independiente	y	también	como	un	único	tránscrito	que	genera	un	tercer	ARNp	llamado	









de	 extensión	 del	 cebador	 (primer	 extension)	 a	 partir	 de	 oligonucleótidos	 específicos	 (PE-
PrrF1inv	y	PE-PrrF2inv).	Dichos	 inicios	de	 transcripción,	precedidos	por	 claras	 cajas	 -35	y	 -10	
para	 la	σ70-ARNpol,	 están	 localizados	 15	 nt	 después	 del	 inicio	 previamente	 propuesto	 para	
PrrF1	(D’Arrigo	et	al.,	2016),	y	67	nt	después	del	descrito	en	el	caso	de	PrrF2	(Fig.	33a,	b,	c).	Si	
estos	datos	se	combinan	con	la	estimación	de	terminadores	de	transcripción	mediante	el	uso	
de	 la	 herramienta	 web	 ARNold	 (http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/,	 Naville	 et	 al.,	
2011)	se	puede	otorgar	un	tamaño	de	116	nt	a	PrrF1	y	114	nt	a	PrrF2;	el	mismo	tamaño	que	
presentan	 en	 P.	 aeruginosa,	 lo	 que	 implica	 una	 alta	 similitud	 tanto	 en	 tamaño	 como	 en	
secuencia	 entre	 los	 dos	 ARNp.	 Mediante	 la	 herramienta	 web	 Virtual	 Footprint	
(http://www.prodoric.de/vfp/;	Münch	et	al.,	2005)	se	localizaron	en	los	promotores	de	ambos	
ARNp	 sendas	 cajas	 Fur	 de	 19	 nt	 (Fig.	 33d),	 con	 una	 semejanza	 respectiva	 de	 12	 nt	 y	 15	 nt	
respecto	 a	 la	 secuencia	 consenso	 para	 la	 unión	 de	 Fur	 previamente	 descrita	 para	 bacterias	
Gram	negativas	(Escolar	et	al.,	1999).		
	
Debido	 a	 su	 pequeño	 tamaño	 y	 a	 la	metodología	 usada,	 los	 ARNp	 PrrF1	 y	 PrrF2	 no	
fueron	detectados	en	los	ensayos	de	RNA-Seq,	por	lo	que	su	abundancia	se	estudió	mediante	
Northern	Blot.	A	partir	del	vector	pSPT18,	y	mediante	 transcripción	 in	vitro,	 se	construyeron	
dos	sondas	de	ARN	diferentes,	la	llamada	sonda	PrrF1	que	hibrida	en	las	posiciones	-17	a	80	de	
dicho	 ARNp,	 y	 la	 denominada	 sonda	 PrrF2	 que	 hibrida	 en	 las	 posiciones	 -35	 a	 78	 de	 PrrF2.	
Como	control	de	carga	se	usó	una	sonda	para	el	ARNr	5S,	de	120	nt	de	tamaño.	Estas	sondas	
se	usaron	en	ensayos	de	Northern	realizados	con	muestras	de	ARN	de	las	estirpes	wt	(KT2440),	
crc	 (KTVC),	hfq	 (KT2440Δhfq)	 y	hfq	 crc	 (KTHC),	 crecidas	 hasta	 fase	 exponencial	 (0,6	 A600)	 en	
medios	MMScc	con	alta	 (84,5	µM)	o	baja	 (0,3	µM)	cantidad	de	hierro,	 referidos	como	H	y	 L	
respectivamente.	 Tanto	 al	 hibridar	 las	muestras	 de	 ARN	 con	 la	 sonda	 PrrF1	 (Fig.	 34a)	 como	
cuando	se	usó	la	sonda	PrrF2	(Fig.	34b),	solo	se	detectó	una	banda	de	aproximadamente	~100	
nt	(algo	menor	que	el	ARNr	5S).	Además,	dicha	banda	se	detecta	únicamente	en	medio	mínimo	
con	baja	 cantidad	de	hierro	 (L),	 lo	que	encaja	 con	el	modelo	de	 regulación	de	PrrF1	 y	PrrF2	
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propuesto	para	P.	aeruginosa	según	el	cual,	en	condiciones	de	alta	disponibilidad	de	hierro	la	






Figura	 33	 |	 Determinación	 del	 inicio	 de	 transcripción	 de	 prrF1	 y	 prrF2,	 y	 organización	 de	 su	 región	
promotora.	(a,	b)	Región	promotora	y	secuencia	de	prrF1	y	prrF2.	Las	cajas	-35	y	-10	de	los	promotores	
están	indicadas	con	letras	rojas	mientras	que	la	caja	Fur	se	encuentra	encuadrada	en	un	rectángulo	azul.	
Así	 mismo,	 la	 secuencia	 de	 los	 ARNp	 se	 ha	 resaltado	 con	 letras	 en	 negrita,	 y	 el	 +1	 de	 transcripción	
determinado	mediante	primer	 extension	 se	 indica	 con	una	 flecha.	 (c)	 Resultado	del	 ensayo	de	primer	

















PP4685                prrF1             PP4686 







PP4069                prrF2             PP4070 










PrrF1 PP:      CTAAATGAGAATTGTTATT !(12/19C)  (15/19PA)!
PrrF1 PA:      GGAAATGAGAATCATTATT !(15/19C)!
Fur cons:       GATAATGATAATCATTATC!
!
PrrF2 PP:      CCAAATGATAACGATTATT !(13/19C)  (12/19PA)!
PrrF2 PA:      GATAATGAGAATAGTTATT !(15/19C)!
Fur-cons:      GATAATGATAATCATTATC !!
d 
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Al	 comparar	 el	 nivel	 de	 PrrF1	 y	 PrrF2	 detectado	por	Northern	Blot	 en	 las	 diferentes	
estirpes,	se	constata	que	la	ausencia	de	Crc	no	altera	la	abundancia	de	PrrF1	y/o	PrrF2	(PrrF1-







P.	 putida	 KT2440,	 en	medio	MMhighFe	 y	 en	MMlowFe,	 confirmando	 que	 la	 abundancia	 de	
sodB	 se	 incrementa	 8	 veces	 en	 presencia	 de	 hierro.	 Al	 comparar	 los	 niveles	 de	 sodB	 en	 los	











en	condiciones	de	bajo	 (L;	MMlowFe)	y	alto	hierro	 (H;	MMScc	highFe	con	84,5	µM	de	Fe)	usando	 las	
sondas	 PrrF2	 y	 5S	 ARNr.	 (c)	 Comparación	 de	 la	 abundancia	 de	 PrrF1-F2	 en	 bajo	 (L)	 y	 alto	 hierro	 (H)	






Tras	 confirmar	 que	 la	 inactivación	de	hfq	 conlleva	 un	descenso	 de	 la	 abundancia	 de	
PrrF1	 y/o	 PrrF2,	 quisimos	 examinar	 si	 se	 trataba	 de	 un	 efecto	 transcripcional	 o	 post-
transcripcional.	 Utilizando	 los	 cebadores	 PprrF1-fw	 +	 PprrF1-rv	 y	 PprrF2B-fw	 +	 PprrF2-rv	 se	
construyeron	 sendas	 fusiones	 transcripcionales	 de	 los	 promotores	 PprrF1	 y	 PprrF2	 al	 gen	
KT2440	 crc	 hfq	 hfq	crc	
[Fe]:	 L H L H L H L H
PrrF1-F2	
ARNr	5S	









































posteriormente	 se	 midió	 su	 actividad	 β-galactosidasa	 a	 lo	 largo	 del	 tiempo	 cuando	 las	
bacterias	crecían	en	un	medio	mínimo	con	succinato	como	única	fuente	de	carbono	y	con	alta	
(medio	 MMScc)	 o	 baja	 (medio	 MMlowFe)	 disponibilidad	 de	 hierro,	 a	 fin	 de	 comprobar	 la	
influencia	del	hierro	y	de	la	inactivación	de	hfq	y/o	crc	en	la	actividad	de	los	promotores	PprrF1	













lacZ	 en	 P.	 putida	 KT2440	 creciendo	 en	 MMScc	 con	 abundancia	 de	 hierro	 (84,5	 µM,	 en	 líneas	
discontinuas)	 y	 en	 medio	 MMlowFe	 con	 escasez	 de	 hierro	 (0,3	 µM,	 en	 líneas	 continuas).	 (c,	 d)	
Comparación	 de	 la	 actividad	 β-galactosidasa	 observada	 en	 la	 cepa	 silvestre	 con	 la	 detectada	 en	 los	



































wt ; MM low Fe
































wt ; MM low Fe







































































Trabajos	 previos	 describieron	 que	 la	 inactivación	 de	 hfq	 en	 P.	 putida	 afecta	 a	 la	
fisiología	de	las	células	de	diversas	formas,	incluyendo	la	filamentación	del	mutante	hfq	en	fase	





ello	 células	 crecidas	 en	 medio	 LB	 hasta	 fase	 estacionaria	 (2,5	 A600).	 No	 se	 observaron	
diferencias	significativas	en	ninguno	de	ellos	(datos	no	mostrados),	por	lo	que	si	Hfq	estuviera	
regulando	 estos	 genes	 seguramente	 sería	 de	 manera	 post-transcripcional	 y	 sin	 afectar	 a	 la	
abundancia	de	 los	tránscritos	analizados.	Así	pues,	parece	que	en	medio	rico,	al	 llegar	a	 fase	
estacionaria,	 Hfq	 regula	 la	 división	 celular	 de	 forma	 independiente	 de	 Crc,	 probablemente	




















que	 provoca	 la	 ausencia	 de	 Hfq	 debería	 ser	 muy	 semejante	 al	 impacto	 ocasionado	 por	 la	
ausencia	conjunta	de	Hfq	y	Crc.	Sin	embargo,	en	el	ensayo	de	transcriptómica	puede	verse	que	
la	 falta	 conjunta	 de	 Hfq	 y	 Crc	 tiene	 un	 efecto	 aditivo,	 ya	 que	 el	 número	 de	 genes	 cuya	
expresión	se	ve	alterada	en	el	mutante	doble	KTHC	(301	genes)	es	mayor	que	en	los	mutantes	
KT2440Δhfq	(179	genes)	y	KTVC	(82	genes).	Así	mismo,	la	intensidad	del	cambio	de	expresión	
tiende	 a	 ser	más	 acusada	 en	 el	mutante	 doble,	 tal	 y	 como	 se	 aprecia	 en	 los	 28	 genes	 cuya	
expresión	 está	 alterada	 en	 los	 tres	 mutantes	 (Tablas	 S1,	 S2	 y	 S3),	 presentando	 un	 cambio	
medio	 de	 ±	 4,3	 veces	 en	 KTVC,	 ±	 7,3	 veces	 en	 KT2440Δhfq	 y	 ±	 10	 veces	 en	 KTHC.	 Esta	
tendencia	hacia	un	efecto	más	pronunciado	en	KTHC	ha	sido	observada	también	mediante	RT-
qPCR	de	varios	genes	y	mediante	 fusiones	a	 lacZ	de	algunos	promotores	 (Tabla	6	y	datos	no	
mostrados).		
	
Al	 examinar	 qué	 genes	 estaban	 afectados	 en	 el	mutante	doble	 KTHC	pero	no	 en	 los	
mutantes	 sencillos	KTVC	y	KT2440Δhfq	nos	 llamó	 la	atención	 la	menor	expresión	de	algunos	
genes	 relacionados	 con	 la	 motilidad,	 como	 flgA	 o	 aer-1.	 La	 información	 previa	 de	 la	 que	
disponíamos	 indicaba	que	 la	 inactivación	de	hfq	en	P.	putida	 reduce,	pero	no	 imposibilita,	 la	
motilidad	 tipo	 swimming	 (Arce-Rodríguez	 et	 al.,	 2015).	 Sin	 embargo,	 en	 el	 caso	 de	 P.	
aeruginosa,	 se	 ha	 descrito	 que	 la	 ausencia	 de	 Hfq	 reduce	 la	 motilidad	 tipo	 swarming	 y	 la	
motilidad	tipo	twitching,	pero	no	así	la	motilidad	tipo	swimming	(Sonnleitner	et	al.,	2003).	Los	









siempre	 incapaz	 de	 moverse	 mediante	 swimming,	 independientemente	 de	 la	 fuente	 de	
carbono	utilizada	(Fig.	37g).		
	
Se	 ha	 descrito	 que	 la	 inactivación	 de	 los	 genes	 fpvA	 y	 pvdD	 en	 P.	 putida,	 ambos	
implicados	en	 la	homeostasis	del	hierro,	afecta	negativamente	 la	motilidad	 tipo	swarming,	 y	
que	 la	motilidad	se	recupera	cuando	son	expuestos	a	18,2	µM	de	FeCl3	(Matilla	et	al.,	2007).	
Dado	que	en	los	mutantes	crc	(KTVC),	hfq	(KT2440Δhfq)	y	hfq	crc	(KTHC)	hay	menor	expresión	
de	 dichos	 genes,	 y	 que	 tanto	 en	 la	 motilidad	 tipo	 swarming	 como	 tipo	 swimming	 está	
implicado	 el	 flagelo,	 analizamos	 la	 posibilidad	 de	 que	 el	 hierro	 estuviera	 implicado	 en	 el	
descenso	 de	motilidad	 tipo	 swimming	 repitiendo	 el	 ensayo	 en	medio	MMlowFe	 (0,3	 µM	de	









succinato,	 (b)	 fumarato,	 (c)	 citrato,	 (d)	 glucosa	 y	 (e)	 sacarosa.	 (f)	 Esquema	 de	 la	 disposición	 de	 las	




















		 KT2440	 KTVC	 KT2440Δhfq	 KTHC	
MMScc	 14,8	±	1,6	 	12,6	±	2,5	 	11,2	±	0,8	 2,3	±	0,6		
MMFum	 12,8	±	1,9	 10,4	±	2,2	 10,2	±	1,9	 6,3	±	3,9	
MMCit	 12,0	±	2,3	 11,8	±	3,2	 7,3	±	3,3	 5,3	±	2,2	
MMGlc	 13,8	±	1,0	 10,5	±	2,5	 4,3	±	2,9	 4,4	±	1,8	





















Aunque	 hace	 años	 se	 consideraba	 a	 los	 ARNs	 como	 simples	 moléculas	 mensajeras	
entre	 el	 ADN	 y	 las	 proteínas,	 cada	 año	 se	 describen	 nuevos	 ARN	 pequeños	 (ARNp)	 no	
codificantes,	 implicados	 en	 el	 control	 de	 la	 expresión	 génica	 y	 responsables	 de	 respuestas	
rápidas	a	cambios	ambientales	o	fisiológicos.	Los	ARNp	permiten	a	la	bacteria	una	modulación	
fina	de	su	metabolismo	y	 la	hacen	más	adaptable	y	competitiva	(Storz	et	al.,	2011).	Como	ya	
hemos	 comentado	 en	 esta	 tesis	 doctoral,	 el	 número	 de	 ARNp	 descritos	 está	 en	 constante	
aumento:	hasta	la	fecha	en	el	género	Pseudomonas	se	han	descrito	más	de	400	posibles	ARNp,	
tanto	en	P.	aeruginosa	como	en	P.	putida	(Gómez-Lozano	et	al.,	2015;	Bojanovic	et	al.,	2017),	
de	 los	 cuales	 sólo	 unos	 pocos	 han	 sido	 caracterizados	 funcionalmente.	 Uno	 de	 los	 más	
estudiados,	 CrcZ,	 regula	 la	 asimilación	 jerárquica	 de	 las	 fuentes	 de	 carbono	 (represión	






función	 reguladora,	 llegando	 al	 punto	 de	 que	 cuando	 la	 producción	 de	 uno	 de	 ellos	 está	
afectada	 (como	 en	 los	 mutantes	 crcZ	 y	 crcY),	 se	 ve	 incrementada	 la	 abundancia	 del	 otro,	
generando	 un	 efecto	 compensatorio	 (Moreno	 et	 al.,	 2012).	 Se	 ha	 observado	 que,	 de	 forma	
adicional,	la	bacteria	posee	una	delicada	regulación	que	asegura	niveles	fisiológicos	basales	de	
CrcZ	y	CrcY	a	fin	de	evitar	un	efecto	represor	excesivo	por	parte	de	Crc	y	Hfq,	el	cual	resulta	
muy	 perjudicial,	 tal	 y	 como	 se	 deduce	 del	 fenotipo	 del	 mutante	 doble	 crcZ	 crcY	 (estirpe	




Estos	 niveles	 basales	 de	 CrcZ	 y	 CrcY	 se	 conseguirían	 mediante	 la	 síntesis	 de	 un	
tránscrito	 largo	que,	en	el	 caso	de	crcZ,	 se	origina	en	PcbrB,	un	promotor	menos	activo	que	
PcrcZ	pero	cuya	actividad	es	constante.	Este	tránscrito	largo	es	rápidamente	procesado	en	un	
punto	 situado	 entre	 las	 posiciones	 -9	 a	 -5	 respecto	 al	 +1	 de	 transcripción	 de	 PcrcZ,	
produciéndose	la	digestión	del	fragmento	5’	que	contiene	a	cbrB,	pero	no	así	 la	digestión	del	
extremo	 3’	 correspondiente	 a	 crcZ,	 generando	 y	 acumulando	 un	 tránscrito	 CrcZ	 procesado	









3’	UTR	del	 gen	cbrB,	 capaz	de	 generar	un	ARNp	por	procesamiento;	pues	 a	pesar	de	que	el	
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extremo	5’	es	diferente,	ambas	 formas	comparten	el	 terminador	 transcripcional	del	extremo	
3’.	Actualmente	no	sabemos	qué	endonucleasa	es	responsable	de	este	procesamiento	o	cuáles	
son	las	señales	específicas	que	reconoce,	pero	creemos	que	el	reconocimiento	se	produce	en	
un	 lugar	 posterior	 al	 sitio	 de	 corte.	 Esta	 hipótesis	 deriva	 de	 una	 fusión	 realizada	 en	 el	
laboratorio	 para	 sobre-expresar	 CrcZ	 (plásmido	 p424-Z,	 Moreno	 et	 al.,	 2012)	 de	 la	 cual	 se	
genera	 un	 tránscrito	 de	 crcZ	 con	 62	 nt	 extra	 en	 el	 extremo	 5’,	 correspondientes	 al	 sitio	 de	















	 El	 ARNp	CrcY	 de	P.	 putida,	 funcionalmente	 redundante	 a	 CrcZ,	 se	 localiza	 detrás	 del	
gen	mvaB,	 que	 codifica	 la	 enzima	hidroximetilglutaril-CoA	 liasa.	Al	 igual	 que	ocurre	 en	CrcZ,	
además	de	transcribirse	desde	su	promotor	PcrcY	(dependiente	de	CbrB	y	RpoN),	crcY	también	
se	 transcribe	 en	 forma	 de	 un	 tránscrito	 largo,	 originado	 por	 encima	 de	mvaB	 que,	 tras	 ser	
procesado,	genera	CrcY*,	que	en	 la	estirpe	 silvestre	 supone	el	40	%	del	 tránscrito	CrcY	 total	
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Posteriormente	 otros	 miembros	 del	 laboratorio	 han	 comprobado	 que	 CrcZ*	 es	
funcionalmente	equivalente	a	CrcZ,	esto	es,	que	es	capaz	de	secuestrar	Crc	y	Hfq	y	atenuar	así	
la	 represión	 catabólica.	 La	 hipótesis	 actual	 propone	 que	 la	 función	 de	 los	 ARN	 procesados	
CrcZ*	 y	 CrcY*	 es	 mantener	 unos	 niveles	 basales	 mínimos	 constantes	 en	 la	 célula	 que	 no	
dependan	de	 factores	externos	y	que	eviten	el	perjudicial	 fenotipo	hiper-represor	producido	
en	ausencia	total	de	los	ARNp	CrcZ	y	CrcY	(Hernández-Arranz	et	al.,	2016).	Por	otro	lado,	tal	y	
como	se	sugería	en	 la	 introducción,	es	 improbable	que	CrcZ	y	CrcY	(o	sus	formas	procesadas	
CrcZ*	y	CrcY*)	secuestren	la	totalidad	de	Hfq	en	la	célula.	Actualmente	se	propone	un	modelo	
según	 el	 cual,	 tras	 la	 unión	 inicial	 de	 Hfq	 y	 los	 ARNp	 CrcZ	 y	 CrcY,	 Crc	 se	 incorporaría	 al	










transcripcional,	 y	 que	 no	 puede	 alterarse	 cbrB	 sin	 afectar	 a	 la	 transcripción	 de	 crcZ.	 En	
consecuencia,	 los	mutantes	traduccionales	KTB1	y	KTB340	carecen	por	completo	de	CrcZ,	no	
sólo	 porque	 el	 promotor	 PcrcZ	 esté	 inactivo	 por	 falta	 de	 CbrB,	 sino	 porque	 también	 está	
comprometido	 el	 tránscrito	 largo	 originado	 desde	 PcbrB,	 aunque,	 curiosamente,	 el	 motivo	
parece	 ser	 diferente	 en	 cada	 uno	 de	 los	 dos	mutantes.	 En	 el	 caso	 de	 KTB1	 está	 afectada	 la	
transcripción	 de	 PcrbB,	 pues	 la	 fusión	 PcbrB*1-lacZ	 no	 es	 activa,	 lo	 que	 automáticamente	
explica	la	falta	de	CrcZ*.	Sin	embargo,	la	fusión	PcbrB*340-lacZ	sí	es	activa,	lo	que	implica	que	
el	 promotor	PcrbB	 en	 KTB340	 es	 activo,	 sugiriendo	 que	 la	 falta	 de	 CrcZ*	 se	 debe	 a	motivos	
post-transcripcionales	desconocidos.	Quizás	se	trate	de	una	desregulación	del	procesamiento	
del	 tránscrito	 largo	 o	 de	 una	 menor	 estabilidad	 del	 tránscrito	 no	 traducido	 respecto	 al	 sí	
traducido	(Kaberdin	and	Bläsi,	2006).		
	
	 El	 hecho	de	que	cbrB	 y	crcZ,	 funcionalmente	 relacionados,	 formen	una	única	unidad	
transcripcional	en	P.	putida,	y	que	su	posición	adyacente	esté	conservada	en	todas	las	especies	
















domino	 ATPasa	 y	 del	 dominio	 de	 unión	 a	 ADN	 (dominio	 HTH).	 Existen	 casos	 descritos	 de	
activadores	 transcripcionales	 de	 promotores	 dependientes	 de	 RpoN	 que	 pueden	 activar	 la	
transcripción	desde	promotores	que	carecen	de	sitios	de	unión	del	activador,	o	incluso	que	son	







al.,	 2010),	 y	 MPO401,	 usado	 como	 control	 en	 esta	 tesis	 doctoral,	 y	 que	 tiene	 el	 gen	 cbrB	
interrumpido	 por	 el	 minitransposón	 miniTn5-Km	 (García-Mauriño	 et	 al.,	 2013).	 Aunque	
MPO401	 carece	 por	 completo	 de	 tránscritos	 CrcZ,	 al	 igual	 que	 nuestros	 mutantes	 KTB1	 y	
KTB340,	 se	 sabe	 que	 el	 mutante	 MPO406	 tiene	 niveles	 bastante	 altos	 de	 CrcZ*,	
probablemente	debido	a	la	actividad	del	promotor	del	gen	de	resistencia	de	kanamicina,	cuya	
transcripción	continuaría	hasta	crcZ.	Curiosamente,	MPO406	y	MPO401	no	sólo	difieren	en	la	
abundancia	 de	 CrcZ,	 sino	 que	 se	 ha	 visto	 que	MPO406	 produce	más	 biofilm	 que	 la	 estirpe	
silvestre	y,	además,	 impide	su	dispersión	(Amador	et	al.,	2016).	Estas	diferencias	podrían	ser	
debidas	a	 la	presencia	en	MPO406	de	una	forma	truncada	de	CbrB	de	223	aminoácidos,	que	
incluye	 el	 dominio	 REC	 (Amador	 et	 al.,	 2010).	 Estos	 resultados,	 unidos	 a	 las	 diferencias	
observadas	en	KTB1	y	KTB340	en	esta	 tesis	doctoral,	apuntan	a	que	el	dominio	REC	de	CbrB	
podría	ser	suficiente	para	determinadas	funciones	del	sistema	CbrA/CbrB,	aunque	los	datos	de	
los	 que	 disponemos	 por	 el	 momento	 no	 permiten	 definir	 en	 qué	 procesos	 podría	 estar	
actuando	la	proteína	truncada	de	CbrB,	o	cómo	lo	haría.	
	
El	 hecho	 de	 que	 el	 doble	 mutante	 cbrB	 crc	 (estirpe	 KTB1CRC),	 obtenido	 de	 forma	
espontánea	durante	 la	construcción	de	 los	mutantes	KTB1	y	KTB340,	presente	una	velocidad	
de	crecimiento	similar	a	 la	estirpe	silvestre	en	 todas	 las	condiciones	 testadas,	 sugiere	que	 la	
pérdida	 de	 CrcZ	 y	 CrcY	 en	 los	 mutantes	 traduccionales	 de	 cbrB	 genera	 un	 fenotipo	 hiper-
represor	 que,	 en	 KTB1CRC,	 es	 corregido	 por	 la	 falta	 de	 Crc.	 La	 aparición	 de	 este	 mutante	
supresor	 también	nos	 sirve	para	definir	 una	 región	 importante	para	 la	 actividad	de	Crc,	 una	
región	de	aminoácidos	básicos	135KQRRKRR141,	localizada	entre	la	6ª	hélice	α	y	la	8ª	lámina	β	de	












cantidad	 de	 tránscrito,	 y	 compararla	 con	 la	 actividad	 β-galactosidasa	 de	 estas	 fusiones,	
pudimos	comprobar	que	este	efecto	es,	efectivamente,	transcripcional.	
	 	




estos	 datos	 sugieren	 que,	 conservar	 la	 actividad	 del	 promotor	 PcbrB,	 tal	 y	 como	 ocurre	 en	
PcbrB*340-lacZ,	 no	 es	 suficiente	 para	 mantener	 una	 correcta	 actividad	 de	 la	 unidad	
transcripcional	cbrB-crcZ	y	por	tanto	una	correcta	producción	de	CrcZ*.		
	
	 Llama	 la	 atención	 que	 esta	 región	 de	 cbrB	 que	 aumenta	 la	 actividad	 del	 promotor	
presente	 varias	 secuencias	 muy	 ricas	 en	 C+G,	 las	 cuales	 podrían	 servir	 como	 una	 diana	 de	
unión	de	alguna	proteína	reguladora.	Se	sabe	que	en	algunos	promotores	 la	ARN	polimerasa	
forma	 complejos	 relativamente	 estables	 que	 tienen	 dificultades	 para	 avanzar	 hasta	 la	 etapa	
siguiente,	 en	 la	 que	 la	 ARN	 polimerasa	 escapa	 del	 promotor	 y	 forma	 un	 complejo	 de	
transcripción	estable	 (Hatoum	and	Roberts,	 2008).	 En	estos	 casos,	 la	ARN	polimerasa	queda	
atrapada	en	estadios	intermedios	del	proceso	de	escape,	lo	cual	reduce	mucho	la	actividad	del	
promotor.	 De	 forma	 análoga,	 se	 ha	 observado	 que	 las	 zonas	 localizadas	 inmediatamente	
después	del	punto	de	inicio	de	la	transcripción	pueden	facilitar,	o	no,	el	proceso	de	escape	de	
la	 ARN	 polimerasa	 del	 promotor	 (Knaus	 and	 Bujard,	 1988).	 Por	 lo	 tanto,	 es	 posible	 que	 el	
promotor	PcbrB	 sea	uno	de	estos	casos	en	 los	que	 la	ARN	polimerasa	tiene	dificultades	para	
abandonar	el	promotor,	y	que	las	zonas	localizadas	inmediatamente	detrás	del	punto	de	inicio	
de	 la	 transcripción	 faciliten	el	escape	y	 la	 formación	de	un	complejo	de	 transcripción	activo.	
Quizá	 las	 secuencias	 ricas	 en	 C+G	 faciliten	 este	 proceso	 de	 escape,	 bien	 modificando	 la	









Cuando	 analizamos	mediante	 ITC	 la	 constante	 de	 disociación	 del	 ARN	alkS	 y	 Hfq	 en	
ausencia	y	en	presencia	de	Crc	no	vimos	diferencias	entre	ambos	valores	(la	Kd=45	±	11,3	nM	y	
la	 Kd=	 39	 ±	 24	 nM,	 respectivamente).	 Los	 valores	 de	 constante	 de	 disociación	 (Kd)	 aquí	
determinados	 encajan	 con	 los	 valores	 de	 afinidad	 previamente	 calculados	 mediante	
termoforesis	en	microescala	 (MST,	del	 inglés	microscale	 thermophoresis),	 según	 los	cuales	 la	
proteína	Hfq	de	P.	aeruginosa	se	une	al	ARN	amiE	con	una	Kd	de	43,2	±	2,3	nM,	a	antR	con	una	















putida	 KT2440	utilizada	durante	años	en	nuestro	 laboratorio,	 y	a	 la	que	hemos	denominado	






transductor	 de	 señal	 de	 quimiotaxis	 de	 aminoácidos	 (Taguchi	 et	 al.,	 1997),	 viéndose	
acrecentado	 este	 efecto	 en	MMScc	 debido	 a	 la	 pérdida	 del	 transportador	 de	 dicarboxilatos	
dctA-III	(PP2255).		
	
Esta	deleción	debió	 tener	 lugar	en	momentos	muy	 iniciales	de	 la	 línea	de	 trabajo	de	
nuestro	 laboratorio,	 puesto	 que	 todos	 los	 aislados	 congelados	 de	 KT2440	 de	 los	 que	
disponemos	 de	 los	 años	 1988	 en	 adelante	 muestran	 dicha	 deleción,	 mientras	 que	 la	 cepa	
conservada	en	el	laboratorio	de	Víctor	de	Lorenzo	no	lo	hace.	La	presencia	de	esta	deleción	no	
resta	 validez	 a	 los	 experimentos	 realizados	 hasta	 la	 fecha,	 dado	 que	 al	 haber	 trabajado	




v Función	 de	 Crc	 en	 medio	 MMScc:	 Tanto	 el	 ensayo	 de	 transcriptómica	 como	 el	 de	
proteómica	 indican	 que,	 en	 medio	 mínimo	 con	 succinato	 (MMScc)	 como	 única	 fuente	 de	
carbono,	la	influencia	de	la	proteína	Crc	es	mucho	menor	que	la	observada	anteriormente	en	
medio	rico	LB	(Moreno	et	al.,	2009a).	La	baja	 influencia	de	Crc	en	MMScc	va	en	consonancia	
con	 el	 alto	 nivel	 de	 expresión	 de	 los	 ARNp	 CrcZ	 y	 CrcY	 en	 este	medio,	 7	 veces	 mayor	 que	
cuando	 las	células	crecen	en	LB	 (La	Rosa	et	al.,	2015),	y	 con	el	hecho	de	que	muchos	de	 los	
genes	 que	 en	 LB	 están	 regulados	 por	 Hfq	 y	 Crc	 no	 son	 susceptibles	 de	 dicha	 regulación	 en	
MMScc	 pues,	 al	 carecer	 del	 correspondiente	 inductor,	 no	 se	 estarían	 expresando.	 Como	
consecuencia,	aunque	en	P.	aeruginosa	la	ausencia	de	Crc	regula	genes	como	acsA,	aroP2,	estA	






Al	observar	 los	 resultados	del	ensayo	de	transcriptómica	parece	 intuirse	 la	existencia	
de	 genes	 regulados	 por	 Crc	 de	 forma	 independiente	 a	 Hfq	 (genes	 solamente	 afectados	 en	
KTVC,	o	genes	afectados	en	KTVC	y	KTHC	pero	no	en	KT2440Δhfq),	 lo	que	en	principio	no	se	
ajusta	por	completo	a	 la	 idea	de	que	Crc	requiera	estrictamente	de	 la	presencia	de	Hfq	para	
unirse	a	 los	ARNm.	Sin	embargo,	hay	que	 tener	en	cuenta	que	 la	 inactivación	de	crc	no	sólo	
ocasiona	 la	pérdida	de	 la	proteína	Crc	y	 la	consecuente	desregulación	de	 la	RC,	sino	también	
una	alteración	del	sistema	de	regulación	de	CrcZ	y	CrcY	que	antagonizan	 la	 función	de	Hfq	y	
Crc.	 Se	 sabe	 que,	 en	 ausencia	 de	 Crc,	 la	 producción	 de	 CrcZ	 y	 CrcY	 está	 muy	 disminuida	
(Hernández-Arranz	 et	 al.,	 2016).	 Además,	 los	 complejos	 que	 pudiesen	 formarse	 entre	 Hfq	 y	
estos	ARNp	no	serían	estables	en	ausencia	de	Crc.	Por	lo	tanto,	en	MMScc,	condición	donde	la	
producción	de	CrcZ	y	CrcY	en	la	cepa	silvestre	es	alta,	habría	más	proteína	Hfq	disponible	que	




Otra	 posible	 explicación	 para	 los	 genes	 afectados	 en	 el	 mutante	 crc	 pero	 no	 en	 el	
mutante	 hfq	 sería	 la	 existencia	 de	 una	 hipotética	 tercera	 proteína	 involucrada,	 capaz	 de	
colaborar	 con	 Crc	 en	 la	 regulación	 de	 los	 ARNm	 cuando	 Hfq	 no	 está	 disponible.	 Aunque	





ARN	 representadas	 en	 casi	 todas	 las	 bacterias,	 funcionalmente	 similares	 a	 Hfq	 pero	 muy	




la	 inactivación	de	 los	genes	crc	o	hfq	en	el	 transcriptoma	de	P.	aeruginosa	 crecida	en	medio	
mínimo,	y	describen	que	la	falta	de	Crc	afecta	a	149	genes	y	la	falta	de	Hfq	a	332	genes,	105	de	
los	cuales	están	afectados	en	ambos	mutantes.	Estos	números	son	mayores	que	los	detectados	
en	nuestro	 ensayo	porque	el	medio	 empleado	para	 crecer	 los	 cultivos,	 además	de	 contener	
succinato	 (la	única	 fuente	de	carbono	presente	nuestro	medio	MMScc),	 contiene	 fuentes	de	









v Función	 de	 Hfq	 en	 medio	 MMScc:	 Al	 analizar	 en	 detalle	 qué	 genes	 están	
afectados	 en	 el	 mutante	 KT2440Δhfq	 se	 observa	 que	 muchos	 de	 ellos	 corresponden	 a	
proteínas	 de	 unión	 y	 transporte	 de	 sustratos	 o	 son	 genes	 relacionados	 con	 el	metabolismo	
energético	 de	 la	 célula,	 entre	 los	 que	 se	 incluyen	 genes	 de	 la	 cadena	 de	 transporte	 de	





con	 el	 aumento	 de	 susceptibilidad	 a	 los	 antibióticos	 detectado	 en	 el	 mutante	 hfq	 (Arce-
Rodríguez	et	al.,	2015).	Sin	embargo,	entre	las	categorías	funcionales	con	un	mayor	número	de	
genes	afectados	en	el	mutante	KT2440Δhfq	destacan	los	genes	sin	función	asignada,	los	genes	




esta	 tesis,	 el	 profago	 1	 se	 escindió	 de	 la	 estirpe	 KT2440Δhfq,	 cepa	 en	 la	 que	 se	 observa	 un	
aumento	de	la	expresión	de	los	genes	que	componen	el	profago	4	y	un	tenue	incremento	de	la	
expresión	 de	 los	 genes	 incluidos	 del	 profago	 3.	 El	 aumento	 de	 expresión	 de	 estos	 profagos	
desencadenado	por	la	inactivación	de	hfq,	unido	a	la	escisión	y	pérdida	del	profago	1,	apunta	a	









aumento	de	 la	 abundancia	de	aquellos	 genes	que	 regula,	 como	 ryhB	 o	 sodB	 (Vecerek	et	 al.,	
2003).	 Sin	 embargo,	 en	 nuestras	 condiciones	 de	 estudio	 la	 ausencia	 de	 Hfq	 en	 P.	 putida	
KT2440	 no	modifica	 la	 abundancia	 de	 tránscrito	 fur	 o	 de	 proteína	 Fur,	 evidenciando	 que	 la	
regulación	no	es	idéntica	en	ambos	microorganismos.	
	
De	 los	 179	 genes	 cuya	 expresión	 está	 afectada	 en	 el	 mutante	 hfq,	 39	 están	
relacionados	con	la	homeostasis	del	hierro.	Entre	los	genes	afectados	se	incluyen	los	genes	de	
producción	del	sideróforo	pioverdina	(PVD),	cuya	expresión	es	menor	en	ausencia	de	Hfq	y	de	
Crc.	Por	el	 contrario,	diversos	genes	que	 codifican	 receptores	de	 sideróforos,	 factores	 sigma	
extracelulares	(ECF-σ)	y	el	complejo	TonB,	tienen	una	expresión	mayor	en	el	mutante	hfq	(y/o	
en	el	hfq	crc)	que	en	 la	estirpe	silvestre.	La	expresión	de	 los	genes	que	codifican	 los	factores	
ECF-σ	y	anti-σ	está	 inhibida	transcripcionalmente	por	el	 regulador	Fur	cuando	 la	cantidad	de	
hierro	intracelular	es	alta.	Además,	los	factores	anti-σ	secuestran	e	inhiben	la	actividad	de	los	




la	 captación	 de	 hierro,	 entre	 ellos	 los	 correspondientes	 a	 algunos	 de	 los	 receptores	 de	
sideróforos	 dependientes	 de	 TonB.	 De	 igual	 manera	 Fur	 inhibe	 transcripcionalmente	 a	 los	
ARNp	PrrF1	y	PrrF2,	encargados	de	 regular	post-transcripcionalmente	genes	de	proteínas	de	
acumulación	de	hierro	(como	bacterioferritinas),	o	genes	que	codifican	enzimas	del	ciclo	de	los	









tanto	 en	 el	mutante	hfq	 (KT2440Δhfq)	 como	 en	 el	mutante	 crc	 (KTVC),	 nosotros	 no	 hemos	
observado	efecto	de	Crc	 en	 la	producción	de	PVD.	 En	este	punto	 conviene	 recordar	que	 los	
datos	 del	 RNA-Seq	 corresponden	 a	 una	 condición	 de	 alta	 disponibilidad	 de	 hierro	 (MMScc,	




descrito	 que	 en	 ausencia	 de	 Crc,	 y	 en	 medio	 LB,	 aumenta	 la	 cantidad	 de	 PVD	 producida	
(Corona,	 2017,	 Tesis	 Doctoral).	 Esto	 evidencia	 una	 vez	 más	 que	 si	 bien	 estas	 dos	 especies	




Actualmente	 no	 conocemos	 el	 mecanismo	 preciso	 por	 el	 cual	 la	 ausencia	 de	 Hfq	
desencadena	 la	 reducción	 en	 los	 niveles	 de	 pioverdina,	 y	 probablemente	 se	 deba	 a	 una	
combinación	de	varios	 factores.	Parte	del	efecto	podría	estar	relacionado	el	 regulador	global	
IscR.	 En	 muchas	 bacterias,	 entre	 las	 que	 se	 incluye	 E.	 coli	 y	 las	 bacterias	 del	 género	
Pseudomonas,	 los	genes	 isc	 participan	en	 la	maduración	de	 los	grupos	hierro-azufre	 ([Fe-S]),	
componentes	de	los	centros	catalíticos	de	muchas	proteínas.	Se	estima	que	en	E.	coli	hay	cerca	
de	 80	 proteínas	 con	 grupos	 [Fe-S],	 muchas	 de	 las	 cuales	 están	 relacionadas	 con	 procesos	
respiratorios	 (citocromo	 c	 oxidasas	 de	 la	 cadena	de	 transporte	 de	 electrones,	 enzimas	 de	 la	
respiración	 del	 nitrato,	 etc.),	 diferentes	 rutas	 de	 biosíntesis,	 o	 forman	 parte	 del	 ciclo	 de	 los	
ácidos	tricarboxílicos	(Py	and	Barras,	2010).	En	E.	coli,	cuando	los	niveles	de	los	grupos	[Fe-S]	
son	altos,	 IscR	y	el	ARNp	RyhB	reprimen	 la	expresión	de	 los	genes	 isc	 (Schwartz	et	al.,	2001;	
Desnoyers	 et	 al.,	 2009).	 Además,	 al	 sobre-expresar	 IscR	 en	 P.	 aeruginosa	 mediante	 un	
plásmido	 multicopia,	 la	 cantidad	 total	 de	 hierro	 disponible	 en	 la	 célula	 aumenta	 y	 la	
producción	de	PVD	disminuye	(Romsang	et	al.,	2014).	En	nuestros	datos	de	transcriptómica	se	







los	 genes	 isc	 en	 los	 mutantes	 crc	 (KTVC),	 hfq	 (KT2440Δhfq)	 y	 hfq	 crc	 (KTHC),	 respecto	 a	 la	 estirpe	





putida	 es	 directamente	 dependiente	 de	 la	 disponibilidad	 de	 este	metal	 en	 el	medio,	 siendo	
mayor	 cuanto	 mayor	 es	 su	 concentración	 en	 el	 medio.	 Además,	 hemos	 visto	 que	 tanto	 en	
medio	con	alta	(MMScc,	84,5	µM	de	hierro)	como	con	baja	disponibilidad	de	hierro	(MMlowFe,	
0,3	 µM	 de	 hierro),	 la	 inactivación	 de	 crc	 y/o	 hfq	 no	 altera	 la	 concentración	 intracelular	 de	
hierro,	 detectándose	 concentraciones	 de	 hierro	 semejantes	 en	 KT2440	 y	 en	 los	 mutantes	
KTVC,	KT2440Δhfq	y	KTHC.	El	hecho	de	que	los	mutantes	en	hfq	consigan	mantener	su	nivel	de	
hierro	intracelular	a	pesar	de	producir	menos	PVD	y	de	presentar	una	menor	expresión	del	gen	
fpvA	 que	 codifica	 el	 receptor	 del	 pioverdina,	 nos	 hizo	 plantearnos	 si	 la	 desregulación	 de	 la	
homeostasis	 del	 hierro	 observada	 en	 el	 RNA-Seq	 sirve,	 en	 parte,	 para	 compensar	 las	
variaciones	 provocadas	 por	 la	 falta	 de	Hfq.	 Éste	 parece	 ser	 el	 caso	 de	 los	 genes	exbB-exbD-
tonB,	 que	 codifican	 el	 complejo	 TonB	 que	 suministra	 la	 energía	 necesaria	 para	 la	
internalización	de	la	ferripioverdina	(PVD-Fe).	No	sólo	la	expresión	génica	de	exbB-exbD-tonB	
es	mayor	en	ausencia	de	Hfq,	sino	que	al	estudiar	la	actividad	de	la	fusión	PexbB’-‘lacZ	se	vio	
que	 ésta	 se	 ve	 incrementada	 en	 los	mutantes	 en	hfq	 (KT2440Δhfq	 y	 KTHC).	 Sin	 embargo,	 a	
pesar	de	que	 tanto	exbB	 como	 tonB	 contienen	motivos	CA	en	 su	extremo	5’,	 la	 actividad	β-
galactosidasa	 de	 PexbB’-‘lacZ	 no	 varía	 en	 el	 mutante	 crc,	 quizás	 porque	 la	 distancia	 de	 los	
motivos	CA	de	estos	genes	a	sus	respectivos	 inicios	de	transcripción	es	demasiado	grande.Se	
puede	 asumir,	 por	 tanto,	 que	 efectivamente	 se	 produce	 un	 incremento	 en	 los	 niveles	 del	
complejo	 TonB	 en	 el	 mutante	 hfq,	 que	 facilita	 una	 mayor	 entrada	 de	 PVD-Fe	 en	 la	 célula,	
permitiendo	 así	 mantener	 niveles	 intracelulares	 de	 hierro	 semejantes	 a	 los	 de	 la	 estirpe	
silvestre,	 a	 pesar	 de	 producir	 significativamente	menos	 cantidad	 de	 pioverdina.	 El	 hecho	 de	







log2FC:	 >	2,0	 >	1,58	 >	1,0	 NC	
Nº	veces:	 >	-	4	 >	3	 >	2	 NC	
hscA	hscB	 fdx2	 iscX	iscS	iscR	 iscU	 iscA	
0846	0845	 0847	0848	0844	0843	0842	0841	
hscA	hscB	 fdx2	 iscX	iscS	iscR	 iscU	 iscA	
0846	0845	 0847	0848	0844	0843	0842	0841	





En	cuanto	al	 receptor	de	pioverdina	FpvA,	 llama	 la	atención	que	 la	abundancia	de	su	
ARNm	es	menor	en	ausencia	de	Hfq,	mientras	que	en	el	 resto	de	 receptores	de	 sideróforos	
dependientes	 de	 TonB	 la	 tendencia	 es	 a	mayor	 expresión	 en	 los	mutantes	 en	hfq	 que	 en	 la	
estirpe	silvestre.	El	hecho	de	que	el	factor	ECF-σ	FpvI	que	regula	la	expresión	de	fpvA	(Cornelis,	







Como	 sabemos,	 la	 regulación	 de	 la	 homeostasis	 del	 hierro	 depende	 de	 la	 proteína	
reguladora	Fur,	 la	cual	es	activa	cuando	hay	hierro	disponible	en	la	célula,	condiciones	en	las	
que	 Fur	 reprime	 la	 transcripción	 de	 una	 serie	 de	 genes	 con	 dianas	 Fur	 en	 sus	 promotores,	
entre	ellos	prrF1	y	prrF2.	Previamente	hemos	comentado	que	la	inactivación	de	hfq	y/o	crc	no	
afecta	 a	 los	 niveles	 de	 fur;	 sin	 embargo,	 mediante	 el	 ensayo	 de	 Northern	 Blot	 se	 ha	
comprobado	que	la	abundancia	de	los	ARNp	PrrF1	y/o	PrrF2	(PrrF1-F2)	disminuye	alrededor	de	
3	veces	 cuando	Hfq	está	ausente,	descenso	que	 sólo	es	detectable	en	medio	MMlowFe	 (0,3	
µM	de	hierro),	cuando	 la	actividad	de	 los	promotores	PprrF1	 y	PprrF2	no	está	 reprimida	por	










más	 sutilmente	 a	 la	 variación	 de	 la	 concentración	 de	 hierro	 en	 el	medio	 como	 parte	 de	 un	
mecanismo	que	garantice	niveles	de	PrrF1-F2	suficientes	para	que,	en	condiciones	en	las	que	
falle	la	regulación	mediante	Fur,	asegurar	que	los	genes	que	codifican	proteínas	que	necesitan	
alta	 demanda	 de	 hierro	 no	 queden	 completamente	 desregulados.	 En	 Yersinia	 pestis	 se	 han	
descrito	diferencias	en	la	regulación	de	los	ARNp	RyhB1	y	RyhB2	(homólogos	del	ARN	de	E.	coli	





Conviene	 resaltar	 que,	 si	 bien	 hemos	 verificado	 que	 Hfq	 afecta	 a	 los	 niveles	 de	 los	
ARNp	PrrF1	y	PrrF2,	 la	 regulación	de	 la	homeostasis	del	hierro	es	un	proceso	muy	complejo	
donde	 podrían	 participar	 más	 ARNp,	 no	 todos	 ellos	 descritos,	 cuya	 estabilidad	 podría	
	 138	
depender	 de	Hfq.	Algunos	buenos	 candidatos	 son	Pit156,	 un	posible	 regulador	 de	 los	 genes	
fecA-fecR-PP4611,	y	los	ARNp	Pat310,	Pat	323,	Pat	178	y	Pat335,	que	son	ARNp	antisentido	de	
los	genes	pvdA,	pvdE,	fpvA	y	fur,	respectivamente	(Bojanovic	et	al.,	2017);	sin	embargo,	queda	









los	mutantes	crc	 (KTVC)	y	hfq	 (KT2440Δhfq)	es	 ligeramente	menor	a	 la	de	 la	estirpe	silvestre	
KT2440,	mientras	que	el	mutante	doble	hfq	crc	(KTHC)	carece	por	completo	de	motilidad	tipo	
swimming	 en	 todas	 las	 condiciones	 analizadas.	 Aunque	 no	 hemos	 analizado	 en	 detalle	 los	
motivos	 subyacentes	 a	 este	 comportamiento,	 en	 estudios	 previos	 se	 ha	 descrito	 que	 el	





Se	 confirma	 por	 tanto,	 que	 el	 fenotipo	 del	 mutante	 doble	 KTHC	 es	 diferente	 al	 del	
mutante	KT2440Δhfq,	 como	 se	 esperaría	 que	ocurriese	 si	 la	 proteína	Crc	 solamente	 actuara	
junto	 con	 Hfq.	 Esto	 nos	 hace	 plantearnos	 de	 nuevo	 la	 existencia	 de	 una	 tercera	 proteína	
implicada	en	el	mecanismo	conjunto	de	Crc	y	Hfq	capaz	de	sustituir	parcialmente	a	Crc	o	Hfq	
cuando	 una	 de	 ellas	 está	 ausente,	 pero	 no	 a	 ambas	 a	 la	 vez;	 sin	 embargo,	 como	 ya	 hemos	
comentado	previamente,	actualmente	no	existe	ningún	candidato.	Otra	posibilidad	sería	que	
Crc	y	Hfq	regulasen	conjuntamente	algún	otro	regulador	de	manera	que	el	nivel	de	expresión	
de	 este	 regulador	 se	 alterase	 cuando	 faltase	 Crc	 o	 Hfq,	 pero	 estaría	 mucho	 más	 afectado	

































2. El	 promotor	 PcbrB	 requiere	 de	 una	 región	 de	 220	 –	 290	 nucleótidos	 posteriores	 al	
inicio	 de	 traducción	 de	 cbrB	 para	 alcanzar	 su	máxima	 actividad,	 que	 incluye	 algunas	




3. Los	 mutantes	 traduccionales	 de	 cbrB	 que	 incorporan	 codones	 de	 terminación	 al	
principio	(mutante	KTB1)	o	en	el	último	tercio	de	CbrB	(mutante	KTB340),	no	producen	
CrcZ	 primario,	 ni	 CrcZ*	 procesado.	 Sin	 embargo,	 parecen	 presentar	 fenotipos	





espontánea	 de	 los	 genes	 comprendidos	 entre	 PP2225	 y	 PP2259,	 lo	 cual	 afecta	













6. En	un	medio	mínimo	con	succinato	como	única	fuente	de	carbono,	 la	 inactivación	de	







hierro	 son	 similares	 a	 los	 de	 la	 cepa	 silvestre,	 independientemente	 de	 que	 la	





8. En	 el	 mutante	 hfq	 la	 abundancia	 del	 regulador	 Fur	 no	 cambia	 y	 los	 niveles	
intracelulares	de	hierro	se	mantienen	en	valores	similares	a	los	de	la	estirpe	parental.	
Sin	 embargo,	 la	 cantidad	 de	 los	 ARNp	 PrrF1-F2	 se	 reduce	 3	 veces,	 presuntamente	




9. La	 ausencia	 simultánea	 de	 Crc	 y	 Hfq	 afecta	 a	 la	 expresión	 de	 un	 número	mayor	 de	
genes	que	 la	ausencia	de	cada	proteína	por	 separado,	 lo	que	 lleva	a	que	el	mutante	
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ID Símbolo log2FC Descripción Función	principal
PP0204 -2,94 transcriptional	regulator,	GntR	family Funciones	reguladoras
PP0205 -2,41 oxidoreductase,	putative Función	desconocida
PP0232 tauB -1,6 taurine	ABC	transporter,	ATP-binding	protein Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0233 tauA -1,85 taurine	ABC	transporter,	periplasmic	taurine-binding	proteinP í as	de	transporte	y	unión
PP0235 lsfA -1,59 antioxidant	protein	LsfA Procesos	celulares
PP0270 -2,07 sensor	histidine	kinase Funciones	reguladoras
PP0272 -2,08 outer	membrane	ferric	siderophore	receptor Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0273 -2,39 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0397 -1,86 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0550 -1,63 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0575 -1,83 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0585 -2,06 transcriptional	regulator,	MerR	family Funciones	reguladoras
PP0586 -1,87 heavy	metal	translocating	P-type	ATPase Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0588 -3,42 copper-binding	protein,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0682 1,61 conserved	hypothetical	protein	TIGR00645 Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0718 -1,77 sulfate	transporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0788 -1,91 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0832 queA 1,73 S-adenosylmethionine:tRNA	ribosyltransferase-isomeraseSíntesis	de	proteínas
PP0838 suhB 1,61 extragenic	suppressor	protein	SuhB Función	desconocida
PP0998 -1,84 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1000 argI -1,84 ornithine	carbamoyltransferase,	catabolic Metabolismo	energético
PP1001 arcA -2,50 arginine	deiminase Metabolismo	energético
PP1002 arcD -1,74 arginine/ornithine	antiporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1116 -2,31 site-specific	recombinase,	resolvase	family Metabolismo	de	ADN
PP1121 -2,17 OmpA	family	protein Envuelta	celular
PP1153 -1,59 lipoprotein,	putative Envuelta	celular
PP1167 dctM 1,61 TRAP	dicarboxylate	transporter,	DctM	subunit,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP1291 -2,21 PhoH	family	protein Función	desconocida
PP1308 mdeA -2,94 methionine	gamma-lyase Metabolismo	energético
PP1373 1,63 low-affinity	inorganic	phosphate	transporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1531 1,59 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1634 1,63 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1814 -2,12 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2010 -1,66 cytochrome	b561 Metabolismo	energético
PP2108 -1,85 conserved	domain	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2161 -1,69 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2251 -3,01 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2260 -3,18 sugar	ABC	transporter,	ATP-binding	protein Proteínas	de	transporte	y	unión
PP2644 -1,85 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP2645 mgtB -2,04 magnesium-translocating	P-type	ATPase Proteínas	de	transporte	y	unión
PP2646 -1,99 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2875 -1,85 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP2901 -1,93 penicillin	amidase	family	protein Procesos	celulares
PP3234 -2,24 heat	shock	protein,	HSP20	family Procesamiento	de	proteínas
PP3436 rarD-2 2,00 rarD	protein Función	desconocida
PP3441 -1,77 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP3639 -2,71 alkylhydroperoxidase	AhpD	domain	protein Función	desconocida
PP3796 -2,47 L-ornithine	N5-oxygenase Metabolismo	intermediario
PP3807 -2,60 thioesterase Función	desconocida
PP3808 -2,97 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4007 infA 2,27 translation	initiation	factor	IF-1 Síntesis	de	proteínas
PP4035 -1,83 transporter,	NCS1	nucleoside	transporter	family Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4116 aceA -2,02 isocitrate	lyase Metabolismo	energético
PP4210 pvdT -2,73 ABC	export	system,	permease/ATP-binding	protein,	putativePro eínas	de	transporte	y	unión
PP4211 ompQ -2,25 ABC	export	system,	outer	membrane	protein Proteínas	de	transporte	y	unión





PP4214 pvdN -2,12 aminotransferase,	class	V Función	desconocida
PP4215 pvdO -2,17 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4216 pvdE -3,42 pyoverdine	ABC	export	system,	permease/ATP-binding	proteinProteínas	de	transporte	y	unión
PP4218 -3,25 lipase/esterase	family	protein Función	desconocida
PP4219 pvdD -3,62 non-ribosomal	siderophore	peptide	synthetase Procesos	celulares
PP4220 pvdJ -3,88 non-ribosomal	peptide	synthetase	domain	protein,	putativeFunción	desconocida
PP4221 pvdI -2,52 non-ribosomal	peptide	synthetase Síntesis	de	proteínas
PP4222 syrP -3,28 syrP	protein,	putative Funciones	reguladoras
PP4223 pvdH -3,25 diaminobutyrate-2-oxoglutarate	transaminase Metabolismo	intermediario
PP4243 pvdL -2,95 pyoverdine	synthetase Síntesis	de	proteínas
PP4245 pvdY -1,90 siderophore	biosynthesis	protein,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4251 ccoO-1 -1,67 cytochrome	c	oxidase,	cbb3-type,	subunit	II Metabolismo	energético
PP4252 ccoQ-1 -1,94 cytochrome	c	oxidase,	cbb3-type,	CcoQ	subunit Metabolismo	energético
PP4253 ccoP-1 -2,26 cytochrome	c	oxidase,	cbb3-type,	subunit	III Metabolismo	energético
PP4278 xdhA -2,38 xanthine	dehydrogenase,	XdhA	subunit Metabolismo	energético
PP4427 -3,06 amino	acid	ABC	transporter,	permease	protein Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4650 cioB -1,70 ubiquinol	oxidase	subunit	II,	cyanide	insensitive Metabolismo	energético
PP4753 -1,62 N-methylproline	demethylase,	putative Metabolismo	energético
PP4812 1,64 DNA-3-methyladenine	glycosylase,	putative Metabolismo	de	ADN
PP5036 -1,70 chlorohydrolase	family	protein Función	desconocida
PP5211 -1,74 ChaC-related	protein Función	desconocida
PP5291 pyrE 2,54 orotate	phosphoribosyltransferase Purinas,	pirimidinas,	nucleósidos	y	nucleótidos
PP5292 crc -4,35 catabolite	repression	control	protein Funciones	reguladoras
PP5307 exbD 1,85 ferric	siderophore	transport	system,	inner	membrane	protein	ExbDProteínas	de	transporte	y	unión
PP5389 -1,71 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP5393 -3,00 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
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PP0057 2,17 major	facilitator	family	transporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0126 -1,84 cytochrome	c4 Metabolismo	energético
PP0154 -1,99 acetyl-CoA	hydrolase/transferase	family	protein Metabolismo	de	ácidos	grasos	y	fosfolípidos
PP0161 foxR 2,55 transmembrane	sensor,	putative Funciones	reguladoras
PP0181 -1,76 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0238 ssuD 1,94 organosulfonate	monooxygenase Metabolismo	intermediario
PP0267 2,91 outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP0273 -3,09 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0275 1,87 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0351 fiuR 2,34 transmembrane	sensor	protein,	putative Función	desconocida
PP0430 -1,75 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0482 bfrα -3,40 bacterioferritin Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0490 -1,68 formate	dehydrogenase,	iron-sulfur	subunit Metabolismo	energético
PP0504 oprG -2,24 outer	membrane	protein	OprG Envuelta	celular
PP0544 2,52 ethanolamine	transporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0552 adh 4,85 2,3-butanediol	dehydrogenase Metabolismo	energético
PP0553 acoC 5,32 acetoin	dehydrogenase,	dihydrolipoamide	acetyltransferase	componentMetabolis o	energético
PP0554 acoB 4,82 acetoin	dehydrogenase,	beta	subunit Metabolismo	energético
PP0555 acoA 4,87 acetoin	dehydrogenase,	alpha	subunit Metabolismo	energético
PP0556 2,57 acetoin	catabolism	protein Metabolismo	energético
PP0557 acoR 2,44 acetoin	catabolism	regulatory	protein Funciones	reguladoras
PP0668 2,51 transmembrane	sensor,	putative Funciones	reguladoras
PP0807 -2,46 sigma-54	dependent	transcriptional	regulator Funciones	reguladoras
PP0860 1,95 sulfite	reductase,	flavoprotein	component,	putative Metabolismo	intermediario
PP0861 3,65 outer	membrane	ferric	siderophore	receptor Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0862 2,98 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0863 2,02 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0883 2,21 porin,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0908 1,61 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0913 2,59 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0945 7,28 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0946 sodA 4,33 superoxide	dismutase	(Mn) Procesos	celulares
PP0999 arcC -2,76 carbamate	kinase Metabolismo	energético
PP1000 argI -2,70 ornithine	carbamoyltransferase,	catabolic Metabolismo	energético
PP1001 arcA -2,63 arginine	deiminase Metabolismo	energético
PP1002 arcD -3,26 arginine/ornithine	antiporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1082 bfrβ -2,19 bacterioferritin Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1128 -1,71 OmpA	family	protein Envuelta	celular
PP1130 -1,59 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP1167 dctM 3,00 TRAP	dicarboxylate	transporter,	DctM	subunit,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP1168 dctQ 2,59 TRAP	dicarboxylate	transporter,	DctQ	subunit,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP1169 dctP 2,74 TRAP	dicarboxylate	transporter,	DctP	subunit Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1173 3,19 porin,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1317 petA -2,05 ubiquinol--cytochrome	c	reductase,	iron-sulfur	subunitMetabolismo	energético
PP1318 petB -2,56 ubiquinol--cytochrome	c	reductase,	cytochrome	b Metabolismo	energético
PP1319 petC -1,81 ubiquinol--cytochrome	c	reductase,	cytochrome	c1 Metabolismo	energético
PP1418 2,26 tricarboxylate	transport	protein	TctC,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1419 2,02 porin,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1516 1,64 RND	membrane	fusion	protein Procesos	celulares
PP1541 1,64 methyltransferase,	putative Función	desconocida
PP1543 2,24 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP1558 3,87 antitermination	protein	Q,	putative Elementos	génicos	móviles
PP1560 6,55 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas





PP1563 2,20 phage	terminase,	large	subunit,	putative Elementos	génicos	móviles
PP1565 1,91 phage	portal	protein,	HK97	family Elementos	génicos	móviles
PP1567 1,61 phage	major	capsid	protein,	HK97	family Elementos	génicos	móviles
PP1568 2,79 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP1569 2,11 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP1573 2,37 major	tail	protein,	putative Elementos	génicos	móviles
PP1574 2,37 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1612 eno -1,60 enolase Metabolismo	energético
PP1632 2,71 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP1652 2,03 sensor	histidine	kinase Funciones	reguladoras
PP1690 1,73 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1691 1,92 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1729 -1,72 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP1829 1,75 hydrolase,	alpha/beta	fold	family Función	desconocida
PP1833 3,60 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2010 -2,62 cytochrome	b561 Metabolismo	energético
PP2107 -1,69 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2108 -1,93 conserved	domain	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2121 -2,19 lipoprotein,	putative Envuelta	celular
PP2161 -1,82 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2187 -2,35 universal	stress	protein	family Procesos	celulares
PP2206 -2,97 peptidase,	U32	family Procesamiento	de	proteínas
PP2297 1,68 integrative	genetic	element	Ppu40,	integrase Elementos	génicos	móviles
PP2579 2,71 membrane	protein,	putative Envuelta	celular
PP2644 -1,99 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP2645 mgtB -2,07 magnesium-translocating	P-type	ATPase Proteínas	de	transporte	y	unión
PP2648 -2,70 universal	stress	protein	family Procesos	celulares
PP2671 1,68 sensor	histidine	kinase Funciones	reguladoras
PP2683 1,61 sensory	box	histidine	kinase/response	regulator Funciones	reguladoras
PP2874 -1,72 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP2901 pvdQ -1,76 penicillin	amidase	family	protein Procesos	celulares
PP3084 1,63 outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP3122 1,84 CoA-transferase,	subunit	A,	putative Metabolismo	energético
PP3155 3,56 outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP3234 -2,75 heat	shock	protein,	HSP20	family Procesamiento	de	proteínas
PP3287 -2,27 transcriptional	regulator,	Crp/Fnr	family Funciones	reguladoras
PP3350 2,52 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP3426 mexF 2,13 multidrug	efflux	RND	transporter	MexF Procesos	celulares
PP3427 oprN 1,91 multidrug	efflux	RND	outer	membrane	protein	OprN Procesos	celulares
PP3468 7,22 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP3547 -1,59 oxidoreductase,	short	chain	dehydrogenase/reductase	familyFunción	desconocida
PP3555 -2,03 transmembrane	sensor,	putative Funciones	reguladoras
PP3610 -1,80 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP3612 4,24 TonB-dependent	receptor,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP3621 2,11 isoquinoline	1-oxidoreductase,	alpha	subunit,	putativeMetabolismo	energético
PP3623 1,84 cytochrome	c	family	protein Metabolismo	energético
PP3774 1,98 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3796 pvdA -2,72 L-ornithine	N5-oxygenase Metabolismo	intermediario
PP3798 fpvH -1,66 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3799 fpvJ -1,94 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3800 fpvK -2,45 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3801 fpvC -1,98 cation	ABC	transporter,	periplasmic	cation-binding	protein,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP3802 fpvD -2,18 cation	ABC	transporter,	ATP-binding	protein,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP3803 fpvE -2,12 cation	ABC	transporter,	permease	protein,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP3804 fpvF -2,46 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3807 -2,54 thioesterase Función	desconocida
PP3808 -2,53 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3823 -1,61 cytochrome	c-type	protein Metabolismo	energético
PP3839 -1,98 alcohol	dehydrogenase,	zinc-containing Metabolismo	energético
PP3849 -7,51 calcium-binding	protein,	hemolysin-type Elementos	génicos	móviles
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PP3851 -7,10 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3852 -10,00 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3853 -7,60 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3857 -9,48 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3864 -7,21 phage	FluMu	DNA	circulation	protein,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3865 -8,21 phage	tail	protein,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3869 -7,68 phage	sheath	protein,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3877 -7,60 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3879 -6,84 phage	portal	protein,	HK97	family Elementos	génicos	móviles
PP3881 -7,10 phage	terminase,	large	subunit,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3887 -7,10 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3889 -6,97 phage	integrase,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3893 -6,84 phage	DNA	helicase,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3896 -10,75 transcriptional	regulator,	Cro/CI	family Elementos	génicos	móviles
PP3897 -10,01 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3898 -9,61 conserved	hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3899 hicB-2 -8,55 hicB	protein Elementos	génicos	móviles
PP3900 hicA-2 -7,60 hicA	protein Elementos	génicos	móviles
PP3901 -7,42 conserved	hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3904 -10,91 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3909 -11,25 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3912 -7,42 DNA-cytosine	methyltransferase Elementos	génicos	móviles
PP3920 -6,84 phage	integrase,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3929 3,34 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP4063 1,75 long-chain-fatty-acid-CoA	ligase,	putative Metabolismo	de	ácidos	grasos	y	fosfolípidos
PP4064 ivd 1,94 isovaleryl-CoA	dehydrogenase Metabolismo	energético
PP4070 2,80 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP4103 -1,90 low-affinity	inorganic	phosphate	transporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4208 fpvI 1,63 RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily Transcripción
PP4215 -1,70 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4216 pvdE -2,40 pyoverdine	ABC	export	system,	permease/ATP-binding	proteinProteínas	de	transporte	y	unión
PP4218 -3,45 lipase/esterase	family	protein Función	desconocida
PP4219 ppsD -2,90 non-ribosomal	siderophore	peptide	synthetase Procesos	celulares
PP4220 -3,08 non-ribosomal	peptide	synthetase	domain	protein,	putativeFunción	desconocida
PP4221 -1,77 non-ribosomal	peptide	synthetase Síntesis	de	proteínas
PP4222 -2,53 syrP	protein,	putative Funciones	reguladoras
PP4223 -2,51 diaminobutyrate-2-oxoglutarate	transaminase Metabolismo	intermediario
PP4228 6,64 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP4243 -1,99 pyoverdine	synthetase Síntesis	de	proteínas
PP4250 ccoN-1 -2,65 cytochrome	c	oxidase,	cbb3-type,	subunit	I Metabolismo	energético
PP4251 ccoO-1 -2,70 cytochrome	c	oxidase,	cbb3-type,	subunit	II Metabolismo	energético
PP4252 ccoQ-1 -3,56 cytochrome	c	oxidase,	cbb3-type,	CcoQ	subunit Metabolismo	energético
PP4253 ccoP-1 -3,07 cytochrome	c	oxidase,	cbb3-type,	subunit	III Metabolismo	energético
PP4264 hemN -2,11 oxygen-independent	coproporphyrinogen	III	oxidase Biosíntesis	de	cofactores	y	grupos	protéticos
PP4292 2,55 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP4421 -1,62 aminotransferase,	class	III Función	desconocida
PP4422 -1,68 succinate-semialdehyde	dehydrogenase,	putative Metabolismo	energético
PP4547 1,66 glutamine	synthetase,	putative Biosíntesis	de	aminoácidos
PP4607 1,93 transmembrane	sensor,	putative Funciones	reguladoras
PP4608 1,90 RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily Transcripción
PP4609 2,59 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4610 2,09 membrane	protein,	putative Envuelta	celular
PP4667 mmsA-2 2,25 methylmalonate	semialdehyde	dehydrogenase Metabolismo	energético
PP4687 phuV 1,62 heme/hemin	ABC	transporter,	ATP-binding	protein Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4688 phuU 1,98 heme/hemin	ABC	transporter,	permease	protein Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4870 -2,28 azurin Metabolismo	energético
PP4894 hfq -9,88 host	factor-I	protein Elementos	génicos	móviles
PP5196 1,59 iron	ABC	transporter,	periplasmic	iron-binding	protein,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP5211 -1,74 ChaC-related	protein Función	desconocida
PP5232 -1,96 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
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PP5306 exbB 2,96 ferric	siderophore	transport	system	protein	ExbB Proteínas	de	transporte	y	unión
PP5307 exbD 3,39 ferric	siderophore	transport	system,	inner	membrane	protein	ExbDProteínas	de	transporte	y	unión
PP5308 tonB 2,72 ferric	siderophore	transport	system,	periplasmic	binding	protein	TonBProteínas	de	transporte	y	unión
PP5335 purK -1,64 phosphoribosylaminoimidazole	carboxylase,	ATPase	subunitPuri as,	pirimidinas,	nucleósidos	y	nucleótidos
PP5389 -1,60 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
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PP0008 rnpA 1,65 ribonuclease	P	protein	component Transcripción
PP0091 -1,66 lipoprotein,	putative Envuelta	celular
PP0161 foxR 3,21 transmembrane	sensor,	putative Funciones	reguladoras
PP0181 -2,07 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0185 pprA -2,02 alginate	biosynthesis	protein	PprA Envuelta	celular
PP0204 -2,88 transcriptional	regulator,	GntR	family Funciones	reguladoras
PP0205 -3,15 oxidoreductase,	putative Función	desconocida
PP0230 tauD -2,36 alpha-ketoglutarate-dependent	taurine	dioxygenase Metabolismo	energético
PP0232 tauB -1,96 taurine	ABC	transporter,	ATP-binding	protein Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0233 tauA -2,20 taurine	ABC	transporter,	periplasmic	taurine-binding	proteinP í as	de	transporte	y	unión
PP0238 ssuD -1,77 organosulfonate	monooxygenase Metabolismo	intermediario
PP0239 ssuC -2,19 sulfonate	ABC	transporter,	permease	protein	SsuC Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0255 -1,68 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0267 3,31 outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP0270 1,71 sensor	histidine	kinase Funciones	reguladoras
PP0271 gltR-1 2,80 DNA-binding	response	regulator	GltR Funciones	reguladoras
PP0273 -3,78 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0351 fiuR 2,74 transmembrane	sensor	protein,	putative Función	desconocida
PP0352 fiuI 2,13 RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily Transcripción
PP0354 -1,75 CBS	domain	protein Función	desconocida
PP0389 rpsU 2,06 ribosomal	protein	S21 Síntesis	de	proteínas
PP0395 -1,84 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0397 -2,36 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0424 crp -2,31 catabolite	gene	activator	Crp Funciones	reguladoras
PP0425 2,10 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0430 -1,59 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0433 2,03 HesB/YadR/YfhF	family	protein Función	desconocida
PP0481 katA -1,75 catalase Procesos	celulares
PP0482 bfrα -3,71 bacterioferritin Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0490 -1,96 formate	dehydrogenase,	iron-sulfur	subunit Metabolismo	energético
PP0504 oprG -2,02 outer	membrane	protein	OprG Envuelta	celular
PP0534 2,16 transcriptional	regulator	PfeR,	putative Funciones	reguladoras
PP0544 2,55 ethanolamine	transporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0546 -1,63 sigma-54	dependent	transcriptional	regulator Funciones	reguladoras
PP0552 adh 5,62 2,3-butanediol	dehydrogenase Metabolismo	energético
PP0553 acoC 5,98 acetoin	dehydrogenase,	dihydrolipoamide	acetyltransferase	componentMetabolis o	energético
PP0554 acoB 5,68 acetoin	dehydrogenase,	beta	subunit Metabolismo	energético
PP0555 acoA 5,66 acetoin	dehydrogenase,	alpha	subunit Metabolismo	energético
PP0556 3,45 acetoin	catabolism	protein Metabolismo	energético
PP0557 acoR 1,91 acetoin	catabolism	regulatory	protein Funciones	reguladoras
PP0563 -1,76 response	regulator Funciones	reguladoras
PP0575 -1,61 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0585 -1,70 transcriptional	regulator,	MerR	family Funciones	reguladoras
PP0586 -2,12 heavy	metal	translocating	P-type	ATPase Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0588 -2,13 copper-binding	protein,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0600 rpsT 1,85 ribosomal	protein	S20 Síntesis	de	proteínas
PP0625 clpB -2,98 ATP-dependent	Clp	protease,	ATP-binding	subunit	ClpBProcesamiento	de	proteínas
PP0667 2,77 RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily Transcripción
PP0668 3,22 transmembrane	sensor,	putative Funciones	reguladoras
PP0682 1,75 conserved	hypothetical	protein	TIGR00645 Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0688 rplU 1,75 ribosomal	protein	L21 Síntesis	de	proteínas
PP0689 rpmA 1,63 ribosomal	protein	L27 Síntesis	de	proteínas
PP0700 2,11 transmembrane	sensor,	putative Funciones	reguladoras





PP0704 2,56 RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily Transcripción
PP0722 prsA 1,84 ribose-phosphate	pyrophosphokinase Purinas,	pirimidinas,	nucleósidos	y	nucleótidos
PP0723 ispE 1,66 4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol	kinase Biosíntesis	de	cofactores	y	grupos	protéticos
PP0788 -3,15 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0797 -2,30 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0807 -3,63 sigma-54	dependent	transcriptional	regulator Funciones	reguladoras
PP0832 queA 1,95 S-adenosylmethionine:tRNA	ribosyltransferase-isomeraseSíntesis	de	proteínas
PP0838 suhB 2,17 extragenic	suppressor	protein	SuhB Función	desconocida
PP0841 iscR 2,36 DNA-binding	transcriptional	regulator	IscR Metabolismo	intermediario
PP0842 iscS-1 1,89 cysteine	desulfurase Biosíntesis	de	cofactores	y	grupos	protéticos
PP0843 iscU 1,68 iron-sulfur	cluster	assembly	scaffold	protein Metabolismo	intermediario
PP0848 iscX 1,81 cysteine	desulfurase	activity	regulator Metabolismo	intermediario
PP0860 1,85 sulfite	reductase,	flavoprotein	component,	putative Metabolismo	intermediario
PP0861 4,85 outer	membrane	ferric	siderophore	receptor Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0862 4,86 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0863 3,26 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0880 dppC 1,77 dipeptide	ABC	transporter,	permease	protein Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0883 1,98 porin,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP0891 1,64 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0908 1,91 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0909 1,74 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0910 1,94 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0913 3,55 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP0933 mreB 2,07 rod	shape-determining	protein	MreB Envuelta	celular
PP0999 arcC -1,91 carbamate	kinase Metabolismo	energético
PP1000 argI -2,79 ornithine	carbamoyltransferase,	catabolic Metabolismo	energético
PP1001 arcA -3,29 arginine	deiminase Metabolismo	energético
PP1002 arcD -3,58 arginine/ornithine	antiporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1003 -2,55 arginine/ornithine	antiporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1022 zwf-1 -1,93 glucose-6-phosphate	1-dehydrogenase Metabolismo	energético
PP1034 cumA 2,04 multicopper	oxidase Procesos	celulares
PP1035 cumB 2,20 cumB	protein Procesos	celulares
PP1082 bfrβ -3,06 bacterioferritin Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1083 3,63 bacterioferritin-associated	ferredoxin,	putative Metabolismo	energético
PP1099 2,05 cold-shock	domain	family	protein Procesos	celulares
PP1110 -4,99 serine	O-acetyltransferase,	putative Biosíntesis	de	aminoácidos
PP1111 -4,48 synthetase,	putative Función	desconocida
PP1112 -4,70 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1113 -3,58 pyridoxal-phosphate	dependent	enzyme	family	proteinFunción	desconocida
PP1116 -2,91 site-specific	recombinase,	resolvase	family Metabolismo	de	ADN
PP1153 -1,94 lipoprotein,	putative Envuelta	celular
PP1167 dctM 2,35 TRAP	dicarboxylate	transporter,	DctM	subunit,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP1168 dctQ 2,17 TRAP	dicarboxylate	transporter,	DctQ	subunit,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP1169 dctP 2,11 TRAP	dicarboxylate	transporter,	DctP	subunit Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1173 2,19 porin,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1209 1,95 cold-shock	domain	family	protein Procesos	celulares
PP1210 -2,13 DNA-binding	stress	protein,	putative Procesos	celulares
PP1211 -1,76 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1225 2,45 radical	activating	enzyme Procesamiento	de	proteínas
PP1278 algF -2,43 alginate	O-acetyltransferase Envuelta	celular
PP1291 -3,64 PhoH	family	protein Función	desconocida
PP1308 mdeA -2,56 methionine	gamma-lyase Metabolismo	energético
PP1318 petB -1,96 ubiquinol--cytochrome	c	reductase,	cytochrome	b Metabolismo	energético
PP1319 petC -1,65 ubiquinol--cytochrome	c	reductase,	cytochrome	c1 Metabolismo	energético
PP1354 1,59 multidrug	efflux	MFS	transporter,	putative Procesos	celulares
PP1400 1,77 dicarboxylate	MFS	transporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1443 lon-1 -1,63 ATP-dependent	protease	La Procesamiento	de	proteínas
PP1527 1,59 ThiF	family	protein Función	desconocida
PP1651 3,73 DNA-binding	response	regulator Funciones	reguladoras
PP1652 2,98 sensor	histidine	kinase Funciones	reguladoras
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PP1690 1,83 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1691 3,21 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1741 1,65 glycine	betaine-binding	protein,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP1742 -1,62 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1823 folE-1 1,60 GTP	cyclohydrolase	I Biosíntesis	de	cofactores	y	grupos	protéticos
PP1910 1,65 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP1912 plsX 1,68 fatty	acid/phospholipid	synthesis	protein	PlsX Metabolismo	de	ácidos	grasos	y	fosfolípidos
PP2010 -2,52 cytochrome	b561 Metabolismo	energético
PP2055 2,44 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2107 -1,81 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2121 -2,13 lipoprotein,	putative Envuelta	celular
PP2161 -2,33 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2187 -2,75 universal	stress	protein	family Procesos	celulares
PP2192 iutY 2,50 RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily/transmembrane	sensor	protein,	putativeFunciones	reguladoras
PP2193 iutA 2,16 outer	membrane	ferric	siderophore	receptor Proteínas	de	transporte	y	unión
PP2251 -2,46 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2256 2,42 transcriptional	regulator,	Cro/CI	family Funciones	reguladoras
PP2257 aer-1 -4,09 aerotaxis	receptor	Aer-1 Procesos	celulares
PP2258 -3,18 sensory	box	protein Funciones	reguladoras
PP2357 -1,98 type	1	pili	protein	CsuB,	putative Envuelta	celular
PP2462 1,65 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2487 -1,77 aldehyde	dehydrogenase	family	protein Metabolismo	energético
PP2634 2,46 cellulose	synthase,	putative Envuelta	celular
PP2644 -3,92 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP2645 mgtB -5,08 magnesium-translocating	P-type	ATPase Proteínas	de	transporte	y	unión
PP2646 -4,96 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP2648 -2,75 universal	stress	protein	family Procesos	celulares
PP2674 qedH 3,74 quinoprotein	ethanol	dehydrogenase Metabolismo	energético
PP2771 -1,79 sigma-54	dependent	transcriptional	regulator Funciones	reguladoras
PP2772 -1,71 monooxygenase,	putative Función	desconocida
PP2877 2,13 transporter,	bile	acid/Na+	symporter	family Proteínas	de	transporte	y	unión
PP2946 -1,62 peptidyl-tRNA	hydrolase	domain	protein Función	desconocida
PP3039 2,04 pyocin	R2_PP,	conserved	hypothetical	protein Procesos	celulares
PP3081 -1,76 conserved	hypothetical	protein	TIGR00481 Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3082 2,26 membrane	protein,	putative Envuelta	celular
PP3084 2,18 outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP3085 2,86 transmembrane	sensor,	putative Funciones	reguladoras
PP3086 2,51 RNA	polymerase	sigma-70	factor,	putative Transcripción
PP3128 -1,67 exopolysaccharide	biosynthesis/transport	protein,	putativeEnvu lta	celular
PP3155 4,59 outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP3234 -1,85 heat	shock	protein,	HSP20	family Procesamiento	de	proteínas
PP3235 -2,97 conserved	domain	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3287 -2,20 transcriptional	regulator,	Crp/Fnr	family Funciones	reguladoras
PP3385 -2,19 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3386 vgrG-2 -2,28 vgrG	protein Función	desconocida
PP3443 -2,01 glyceraldehyde-3-phosphate	dehydrogenase,	putativeMetabolismo	energético
PP3453 1,69 sensor	protein	RstB,	putative Transducción	de	señales
PP3454 1,67 transcriptional	regulatory	protein	RstA,	putative Funciones	reguladoras
PP3455 2,60 multidrug	efflux	RND	membrane	fusion	protein Procesos	celulares
PP3456 2,07 multidrug	efflux	RND	transporter Procesos	celulares
PP3468 6,44 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP3529 -2,04 monooxygenase,	putative Función	desconocida
PP3550 2,44 transcriptional	regulator	EmrR,	putative Procesos	celulares
PP3576 2,09 transmembrane	sensor,	putative Funciones	reguladoras
PP3581 2,10 GGDEF	domain	protein Función	desconocida
PP3607 1,92 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3608 -1,86 transcriptional	regulator,	LysR	family Funciones	reguladoras
PP3610 -1,59 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP3612 3,75 TonB-dependent	receptor,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP3629 -2,35 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
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PP3781 -2,95 oxygen-independent	Coproporphyrinogen	III	oxidase	family	proteinProcesos	celulares
PP3782 -2,28 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP3783 -3,50 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3784 -3,46 conserved	domain	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3785 -3,02 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP3786 -2,63 aminotransferase Procesos	celulares
PP3787 -1,70 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP3788 -1,72 non-ribosomal	peptide	synthetase,	putative Procesos	celulares
PP3796 pvdA -3,36 L-ornithine	N5-oxygenase Metabolismo	intermediario
PP3797 fpvG -2,01 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3798 fpvH -3,09 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3799 fpvJ -3,40 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3800 fpvK -2,91 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3801 fpvC -3,48 cation	ABC	transporter,	periplasmic	cation-binding	protein,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP3802 fpvD -2,63 cation	ABC	transporter,	ATP-binding	protein,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP3803 fpvE -2,49 cation	ABC	transporter,	permease	protein,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP3804 fpvF -3,04 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3807 -3,37 thioesterase Función	desconocida
PP3808 -2,73 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP3822 -1,82 cytochrome	c	family	protein Metabolismo	energético
PP3823 -1,90 cytochrome	c-type	protein Metabolismo	energético
PP3839 -2,30 alcohol	dehydrogenase,	zinc-containing Metabolismo	energético
PP3840 -1,71 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP3849 -7,35 calcium-binding	protein,	hemolysin-type Proteínas	de	transporte	y	unión
PP3851 -6,94 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3852 -9,84 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3853 -7,44 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3857 -9,32 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3864 -7,05 phage	FluMu	DNA	circulation	protein,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3865 -8,05 phage	tail	protein,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3869 -7,52 phage	sheath	protein,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3877 -7,44 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3879 -6,68 phage	portal	protein,	HK97	family Elementos	génicos	móviles
PP3881 -6,94 phage	terminase,	large	subunit,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3887 -6,94 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3889 -6,82 phage	integrase,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3893 -6,68 phage	DNA	helicase,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3896 -10,59 transcriptional	regulator,	Cro/CI	family Elementos	génicos	móviles
PP3897 -9,85 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3898 -9,45 conserved	hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3899 hicB-2 -8,39 hicB	protein Elementos	génicos	móviles
PP3900 hicA-2 -7,44 hicA	protein Elementos	génicos	móviles
PP3901 -7,26 conserved	hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3904 -10,75 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3909 -11,09 hypothetical	protein Elementos	génicos	móviles
PP3912 -7,26 DNA-cytosine	methyltransferase Elementos	génicos	móviles
PP3920 -6,68 phage	integrase,	putative Elementos	génicos	móviles
PP3931 -2,09 transporter,	sodium/sulfate	symporter	family Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4007 infA 2,03 translation	initiation	factor	IF-1 Síntesis	de	proteínas
PP4070 4,92 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP4102 -1,72 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4103 -1,84 low-affinity	inorganic	phosphate	transporter Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4115 -2,36 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4208 fpvI 2,52 RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily Transcripción
PP4211 ompQ -1,68 ABC	export	system,	outer	membrane	protein Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4212 pvdP -2,30 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4213 pvdM -1,69 dipeptidase,	putative Procesamiento	de	proteínas
PP4214 pvdN -2,95 aminotransferase,	class	V Función	desconocida
PP4215 pvdO -2,75 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4216 pvdE -3,98 pyoverdine	ABC	export	system,	permease/ATP-binding	proteinProteínas	de	transporte	y	unión
167
PP4217 fpvA -2,71 outer	membrane	ferripyoverdine	receptor Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4218 -3,96 lipase/esterase	family	protein Función	desconocida
PP4219 pvdD -3,88 non-ribosomal	siderophore	peptide	synthetase Procesos	celulares
PP4220 pvdJ -4,36 non-ribosomal	peptide	synthetase	domain	protein,	putativeFunción	desconocida
PP4221 pvdI -3,14 non-ribosomal	peptide	synthetase Síntesis	de	proteínas
PP4222 syrP -3,66 syrP	protein,	putative Funciones	reguladoras
PP4223 pvdH -3,76 diaminobutyrate-2-oxoglutarate	transaminase Metabolismo	intermediario
PP4243 pvdL -3,36 pyoverdine	synthetase Síntesis	de	proteínas
PP4244 pfrI	(pvdS) 2,21 ferric	regulator	PfrI Funciones	reguladoras
PP4245 pvdY -2,11 siderophore	biosynthesis	protein,	putative Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4250 ccoN-1 -2,20 cytochrome	c	oxidase,	cbb3-type,	subunit	I Metabolismo	energético
PP4251 ccoO-1 -2,92 cytochrome	c	oxidase,	cbb3-type,	subunit	II Metabolismo	energético
PP4252 ccoQ-1 -3,16 cytochrome	c	oxidase,	cbb3-type,	CcoQ	subunit Metabolismo	energético
PP4253 ccoP-1 -3,33 cytochrome	c	oxidase,	cbb3-type,	subunit	III Metabolismo	energético
PP4259 -1,64 iron-sulfur	cluster-binding	protein Metabolismo	energético
PP4260 -1,98 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4264 hemN -1,85 oxygen-independent	coproporphyrinogen	III	oxidase Biosíntesis	de	cofactores	y	grupos	protéticos
PP4278 xdhA -2,61 xanthine	dehydrogenase,	XdhA	subunit Metabolismo	energético
PP4292 3,51 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP4364 -1,99 anti-sigma	F	factor	antagonist,	putative Funciones	reguladoras
PP4394 flgA -1,74 flagella	basal	body	P-ring	formation	protein	FlgA Procesos	celulares
PP4397 2,17 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4421 -1,96 aminotransferase,	class	III Función	desconocida
PP4422 -2,20 succinate-semialdehyde	dehydrogenase,	putative Metabolismo	energético
PP4428 -2,54 amino	acid	ABC	transporter,	periplasmic	amino	acid-binding	proteinProteínas	d 	transporte	y	unión
PP4483 1,72 basic	amino	acid	ABC	transporter,	ATP-binding	proteinProteínas	de	transporte	y	unión
PP4561 1,74 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4597 moaA -1,80 molybdenum	cofactor	biosynthesis	protein	A Biosíntesis	de	cofactores	y	grupos	protéticos
PP4607 1,89 transmembrane	sensor,	putative Funciones	reguladoras
PP4608 2,44 RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily Transcripción
PP4609 2,44 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP4610 3,08 membrane	protein,	putative Envuelta	celular
PP4611 fecR 2,46 RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily Transcripción
PP4612 1,86 FecR	protein,	putative Funciones	reguladoras
PP4667 mmsA-2 1,63 methylmalonate	semialdehyde	dehydrogenase Metabolismo	energético
PP4687 phuV 1,60 heme/hemin	ABC	transporter,	ATP-binding	protein Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4688 phuU 2,13 heme/hemin	ABC	transporter,	permease	protein Proteínas	de	transporte	y	unión
PP4736 lldD -1,63 L-lactate	dehydrogenase Metabolismo	energético
PP4753 -2,49 N-methylproline	demethylase,	putative Metabolismo	energético
PP4754 -1,72 transcriptional	regulator,	TetR	family Funciones	reguladoras
PP4817 -2,35 MaoC	domain	protein Función	desconocida
PP4894 hfq -12,57 host	factor-I	protein Elementos	génicos	móviles
PP5003 phaA -1,91 poly(3-hydroxyalkanoate)	polymerase	1 Metabolismo	de	ácidos	grasos	y	fosfolípidos
PP5008 -1,61 polyhydroxyalkanoate	granule-associated	protein	GA1Metabolismo	intermediario
PP5036 -1,88 chlorohydrolase	family	protein Función	desconocida
PP5196 2,72 iron	ABC	transporter,	periplasmic	iron-binding	protein,	putativeProteínas	de	transporte	y	unión
PP5207 -2,29 ABC	transporter,	ATP-binding	protein/permease	protein,	putativeProteín s	d 	transporte	y	unión
PP5211 -1,90 ChaC-related	protein Función	desconocida
PP5261 -1,94 transcriptional	regulator,	LysR	family Funciones	reguladoras
PP5291 pyrE 2,90 orotate	phosphoribosyltransferase Purinas,	pirimidinas,	nucleósidos	y	nucleótidos
PP5292 crc -4,20 catabolite	repression	control	protein Funciones	reguladoras
PP5295 1,64 conserved	hypothetical	protein	TIGR00255 Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP5298 1,93 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
PP5306 exbB 3,96 ferric	siderophore	transport	system	protein	ExbB Proteínas	de	transporte	y	unión
PP5307 exbD 4,34 ferric	siderophore	transport	system,	inner	membrane	protein	ExbDProteínas	de	transporte	y	unión
PP5308 tonB 3,58 ferric	siderophore	transport	system,	periplasmic	binding	protein	TonBProteínas	de	transporte	y	unión
PP5313 hupA 2,19 DNA-binding	protein	HU-alpha Metabolismo	de	ADN
PP5346 oadA -1,82 oxaloacetate	decarboxylase,	alpha	subunit Metabolismo	energético
PP5347 accC-2 -1,96 acetyl-CoA	carboxylase,	biotin	carboxylase Metabolismo	de	ácidos	grasos	y	fosfolípidos
PP5358 -1,81 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
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PP5382 -3,47 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP5383 copR -2,50 transcriptional	activator	CopR Funciones	reguladoras
PP5384 copS -2,17 sensor	protein	CopS Transducción	de	señales
PP5389 -3,28 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP5390 -2,63 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP5391 -3,06 hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas
PP5393 -1,67 conserved	hypothetical	protein Proteínas	hipotéticas	conservadas
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ID Símbolo crc_log2FC crc_q-valor hfq_log2FC hfq_q-valor hfq	crc_log2FC hfq	crc_q-valor motivo	CA TIGR	Common	Name
PP0005 trmE -0,43 0,44 -0,19 0,83 -0,79 0,02 motivo	CA tRNA	modification	GTPase
PP0126 0,06 0,96 -0,34 0,28 -0,50 0,04 cytochrome	c4
PP0160 0,29 0,80 0,69 0,12 1,10 0,02 ferrioxamine	receptor,	Ton-B	dependent	transducer
PP0168 -0,63 0,02 -0,46 0,01 -0,11 0,57 surface	adhesion	protein,	putative
PP0241 ssuF 0,80 0,02 0,15 0,77 -0,84 0,01 organosulfonate	utilization	protein	SsuF
PP0258 0,11 0,89 -0,43 0,10 -1,03 0,01 LysM	domain	protein
PP0383 0,23 0,66 -0,01 0,92 0,49 0,03 motivo	CA tryptophan	2-monooxygenase,	putative
PP0397 0,11 0,84 -0,39 0,04 -0,61 0,01 conserved	hypothetical	protein
PP0440 tuf-1 -0,12 0,80 -0,08 0,90 -0,49 0,01 translation	elongation	factor	Tu
PP0449 rpsL 0,39 0,44 1,70 0,01 0,67 0,03 ribosomal	protein	S12
PP0450 rpsG 0,16 0,80 0,80 0,02 0,56 0,02 ribosomal	protein	S7
PP0454 rplC -0,52 0,04 0,16 0,55 0,06 0,70 ribosomal	protein	L3
PP0457 rplB 0,00 0,95 0,80 0,01 0,20 0,37 ribosomal	protein	L2
PP0458 rpsS -0,13 0,86 0,59 0,03 0,21 0,39 ribosomal	protein	S19
PP0460 rpsC 0,09 0,92 1,48 0,01 0,82 0,01 ribosomal	protein	S3
PP0461 rplP -0,09 0,94 0,57 0,06 0,57 0,05 motivo	CA ribosomal	protein	L16
PP0467 rpsN -0,07 0,96 0,67 0,04 0,46 0,10 ribosomal	protein	S14
PP0469 rplF -0,67 0,03 -0,16 0,61 -0,06 0,71 ribosomal	protein	L6
PP0471 rpsE -0,50 0,02 -0,07 0,89 0,05 0,72 ribosomal	protein	S5
PP0480 rplQ -0,04 0,96 0,60 0,01 0,57 0,01 ribosomal	protein	L17
PP0517 ribH 0,82 0,05 1,18 0,01 0,40 0,03 riboflavin	synthase,	beta	subunit
PP0553 acoC -0,62 0,26 0,68 0,03 0,62 0,02 acetoin	dehydrogenase,	dihydrolipoamide	acetyltransferase	component
PP0554 acoB -0,25 0,50 0,43 0,04 0,88 0,01 acetoin	dehydrogenase,	beta	subunit
PP0555 acoA 0,02 0,95 0,83 0,02 1,23 0,01 acetoin	dehydrogenase,	alpha	subunit
PP0688 rplU -0,25 0,37 1,04 0,01 0,67 0,01 50S	ribosomal	protein	L21
PP0690 obgE 0,04 0,96 0,21 0,32 0,50 0,01 GTP-binding	protein,	GTP1/Obg	family
PP0763 0,06 0,96 -0,33 0,72 -1,12 0,02 medium-chain-fatty-acid	CoA	ligase
PP0882 dppA 0,36 0,48 0,62 0,03 0,65 0,02 dipeptide	ABC	transporter,	periplasmic	dipeptide-binding	protein
PP0883 -0,28 0,62 1,03 0,01 0,16 0,62 porin,	putative





PP0885 0,24 0,64 0,80 0,01 1,00 0,01 dipeptide	ABC	transporter,	periplasmic	peptide-binding	protein
PP0913 -0,37 0,46 0,13 0,90 0,51 0,05 conserved	hypothetical	protein
PP0915 sodB -0,18 0,74 -0,09 0,91 -0,64 0,02 superoxide	dismutase	(Fe)
PP0985 0,00 0,95 0,27 0,29 0,59 0,01 cold-shock	domain	family	protein
PP0999 arcC 0,08 0,93 -0,42 0,05 -0,71 0,01 carbamate	kinase
PP1000 argI 0,19 0,53 -0,44 0,01 -1,12 0,00 ornithine	carbamoyltransferase,	catabolic
PP1001 arcA 0,25 0,22 -0,38 0,01 -0,93 0,01 arginine	deiminase
PP1009 gap-1 0,25 0,48 0,60 0,01 0,23 0,25 motivo	CA glyceraldehyde	3-phosphate	dehydrogenase
PP1071 aatJ 0,19 0,48 0,50 0,01 0,60 0,00 motivo	CA amino	acid	ABC	transporter,	periplasmic	amino	acid-binding	protein
PP1084 0,21 0,44 -0,11 0,78 -0,57 0,01 antioxidant,	AhpC/Tsa	family
PP1111 -0,04 0,96 0,10 0,89 -0,75 0,01 synthetase,	putative
PP1141 braC 0,09 0,85 0,63 0,02 0,63 0,00 branched-chain	amino	acid	ABC	transporter,	periplasmic
PP1210 -0,01 0,95 -0,33 0,26 -0,54 0,03 DNA-binding	stress	protein,	putative
PP1245 -0,02 0,96 -0,10 0,91 -0,53 0,05 hypothetical	protein
PP1315 rplM -0,70 0,03 0,04 0,92 0,03 0,79 ribosomal	protein	L13
PP1316 rpsI -0,21 0,67 0,75 0,01 0,61 0,01 ribosomal	protein	S9
PP1522 cspA-1 0,42 0,10 0,44 0,03 0,53 0,01 motivo	CA cold	shock	protein	CspA
PP1602 fabZ 0,12 0,89 0,14 0,88 0,63 0,02 (3R)-hydroxymyristoyl-(acyl-carrier-protein)	dehydratase
PP1625 fdxA -0,09 0,96 -0,09 0,92 0,82 0,03 ferrodoxin,	4Fe-4S
PP1726 -0,17 0,91 -0,45 0,49 -0,88 0,04 ABC	transporter,	periplasmic	binding	protein
PP1859 ohr -0,02 0,96 0,51 0,01 0,24 0,15 organic	hydroperoxide	resistance	protein
PP2089 oprF 0,11 0,88 0,88 0,01 0,45 0,03 outer	membrane	protein	OprF
PP2128 chev-2 0,30 0,81 0,11 0,92 0,85 0,05 chemotaxis	protein	CheV
PP2213 fadDx 0,10 0,90 0,59 0,02 0,25 0,30 acyl-CoA	ligase
PP2294 0,39 0,86 0,09 0,93 1,34 0,05 hypothetical	protein
PP2322 oprI 0,29 0,44 1,09 0,01 0,26 0,21 outer	membrane	lipoprotein	OprI
PP2439 ahpC -0,03 0,96 0,15 0,70 0,57 0,01 alkyl	hydroperoxide	reductase,	C	subunit
PP2454 rbsB 0,29 0,48 0,60 0,02 0,55 0,01 ribose	ABC	transporter,	periplasmic	ribose-binding	protein
PP2468 rplT 0,03 0,96 0,64 0,03 0,48 0,06 ribosomal	protein	L20
PP2550 0,01 0,95 0,20 0,69 0,51 0,03 conserved	hypothetical	protein	TIGR01033
PP2652 -0,01 0,95 -0,53 0,39 -0,93 0,04 hydratase/decarboxylase,	putative
PP2934 -0,60 0,44 0,06 0,93 -1,46 0,03 hypothetical	protein
PP3089 0,15 0,75 -0,15 0,70 -0,85 0,01 conserved	hypothetical	protein
PP3122 0,45 0,07 0,65 0,02 0,46 0,02 CoA-transferase,	subunit	A,	putative
PP3123 0,78 0,07 1,09 0,02 0,74 0,02 motivo	CA CoA-transferase,	subunit	B,	putative
PP3433 hpd 0,16 0,62 0,64 0,01 -0,64 0,01 4-hydroxyphenylpyruvate	dioxygenase
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PP3443 -0,22 0,87 -0,33 0,71 -0,80 0,05 glyceraldehyde-3-phosphate	dehydrogenase,	putative
PP3591 0,32 0,26 0,11 0,87 0,58 0,01 malate	dehydrogenase,	putative
PP3593 0,20 0,70 0,25 0,46 0,50 0,02 motivo	CA amino	acid	ABC	transporter,	periplasmic	amino	acid-binding	protein
PP3668 katB 0,29 0,48 0,04 0,93 -0,54 0,05 catalase/peroxidase	HPI
PP3680 0,48 0,53 0,97 0,04 0,79 0,05 hypothetical	protein
PP3784 -0,56 0,25 0,16 0,87 -0,57 0,05 conserved	domain	protein
PP3796 pvdA 0,02 0,96 -0,75 0,03 -0,68 0,03 L-ornithine	N5-oxygenase
PP3839 -0,04 0,96 -0,38 0,02 -1,00 0,01 alcohol	dehydrogenase,	zinc-containing
PP3904 -0,08 0,96 -1,83 0,01 -1,68 0,01 hypothetical	protein
PP4011 icd 0,05 0,95 -0,67 0,01 -1,15 0,01 isocitrate	dehydrogenase,	NADP-dependent,	prokaryotic-type
PP4034 0,44 0,04 0,62 0,01 -0,36 0,04 CA	motif N-carbamoyl-beta-alanine	amidohydrolase,	putative
PP4037 0,43 0,18 0,59 0,03 -0,08 0,73 glutamate	synthase,	small	subunit,	putative
PP4064 ivd 0,16 0,70 0,35 0,05 0,57 0,01 isovaleryl-CoA	dehydrogenase
PP4116 aceA 0,54 0,03 -0,76 0,01 -0,87 0,01 isocitrate	lyase
PP4124 nuoG -0,52 0,04 0,01 0,92 0,04 0,75 NADH	dehydrogenase	I,	G	subunit
PP4192 sdhD -0,20 0,85 0,83 0,04 1,34 0,01 succinate	dehydrogenase,	hydrophobic	membrane	anchor	protein
PP4217 fpvA -0,05 0,95 -0,766 0,01 -0,68 0,01
outer	membrane	ferripyoverdine	receptor	(ABC	transporter,	
siderophores)
PP4223 pvdH 0,23 0,49 -0,39 0,04 -0,58 0,01 diaminobutyrate-2-oxoglutarate	transaminase
PP4243 pvdL 0,81 0,52 -1,04 0,03 nd nd pyoverdine	synthetase
PP4248 -0,10 0,88 -0,41 0,04 -0,57 0,01 conserved	hypothetical	protein
PP4340 cheY -0,06 0,95 0,09 0,89 0,56 0,02 chemotaxis	protein	CheY
PP4376 fliD -0,56 0,18 -0,66 0,04 -0,68 0,03 flagellar	cap	protein	FliD
PP4401 bkdA1 0,32 0,18 0,75 0,01 0,71 0,01 CA	motif 2-oxoisovalerate	dehydrogenase,	alpha	subunit
PP4402 bkdA2 0,01 0,95 0,50 0,04 0,58 0,02 2-oxoisovalerate	dehydrogenase,	beta	subunit
PP4403 bkdB 0,14 0,73 0,67 0,01 0,36 0,02 2-oxoisovalerate	dehydrogenase,	lipoamide	acyltransferase	component
PP4404 lpdV 0,12 0,80 0,63 0,01 0,43 0,01 2-oxoisovalerate	dehydrogenase,	lipoamide	dehydrogenase	component
PP4448 -0,05 0,95 -0,28 0,19 -0,58 0,01 conserved	hypothetical	protein
PP4480 aruF -0,70 0,25 -0,53 0,34 -0,80 0,05 arginine	N-succinyltransferase,	alpha	subunit
PP4487 acsA 0,37 0,03 0,74 0,01 0,54 0,01 motivo	CA acetyl-coA	synthetase
PP4519 tolC 0,06 0,92 -0,10 0,77 -0,54 0,00 agglutination	protein
PP4621 hmgA 0,19 0,73 0,52 0,03 0,24 0,29 motivo	CA homogentisate	1,2-dioxygenase
PP4636 0,33 0,18 0,77 0,01 0,28 0,10 motivo	CA beta-ketothiolase
PP4667 mmsA-2 0,48 0,02 0,49 0,01 -0,01 0,83 methylmalonate	semialdehyde	dehydrogenase
PP4870 0,20 0,56 -0,16 0,69 -0,52 0,01 azurin
PP4876 rpsR 0,15 0,80 0,65 0,02 0,59 0,01 ribosomal	protein	S18
PP4893 hflX 0,03 0,96 0,50 0,02 0,30 0,13 GTP-binding	protein	HflX
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PP5070 0,15 0,90 -0,75 0,04 -0,56 0,07 ParA	family	protein
PP5136 -2,19 0,03 -1,81 0,01 -1,06 0,02 ABC	transporter,	permease	protein
PP5155 serA 0,02 0,96 0,01 0,92 -0,49 0,01 D-3-phosphoglycerate	dehydrogenase
PP5172 0,22 0,78 -0,03 0,93 -0,97 0,02 conserved	hypothetical	protein
PP5181 potF-2 0,06 0,93 -0,02 0,92 -0,51 0,01 motivo	CA putrescine	ABC	transporter,	periplasmic	putrescine-binding	protein
PP5282 rpmB -0,14 0,86 0,51 0,05 0,32 0,16 ribosomal	protein	L28
PP5292 crc -0,50 0,26 -0,06 0,92 -0,56 0,05 catabolite	repression	control	protein
PP5313 hupA 0,22 0,85 1,03 0,03 1,08 0,02 motivo	CA DNA-binding	protein	HU-alpha
PP5417 atpF 0,30 0,22 0,74 0,01 0,26 0,13 ATP	synthase	F0,	B	subunit
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ID Símbolo crc	(RNA-Seq) hfq	(RNA-Seq) hfq	crc	(RNA-Seq) crc	(iTRAQ) hfq	(iTRAQ) hfq	crc	(iTRAQ) Descripción
PP_0160 foxA sc sc sc sc sc 1,10 ferrioxamine	receptor,	Ton-B	dependent	transducer
PP_0161 foxR sc 2,55 3,21 nd nd nd FecR-type	anti-sigma	factor
PP_0162 foxI	(ECFσ-8) sc sc sc nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily
PP_0206 sc sc sc nd nd nd ferredoxin,	4Fe-4S
PP_0267 sc 2,91 3,31 nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	putative
PP_0272 -2,08 sc sc nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor
PP_0297 sda-1 sc sc sc nd nd nd L-serine	dehydratase,	iron-sulfur-dependent,	single	chain	form
PP_0311 sc sc sc sc sc sc iron-sulfur	cluster-binding	protein
PP_0350 fiuA sc sc sc nd nd nd ferrichrome-iron	receptor
PP_0351 fiuR sc 2,34 2,74 nd nd nd transmembrane	sensor
PP_0352 fiuI	(ECFσ-7) sc sc 2,13 nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily
PP_0482 bfrα -1,23 -3,40 -3,71 nd nd nd bacterioferritin
PP_0535 sc sc sc nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor
PP_0667 ECFσ-15 sc sc 2,77 nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily
PP_0668 sc 2,51 3,22 nd nd nd transmembrane	sensor,	anti-sigma	factor
PP_0669 sc 1,51 1,47 nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	TonB-dependent	transducer
PP_0700 sc sc 2,11 nd nd nd transmembrane	sensor,	anti-sigma	factor
PP_0703 sc sc 2,58 nd nd nd transmembrane	sensor,	anti-sigma	factor
PP_0704 ECFσ-16 sc sc 2,56 nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily
PP_0744 hemH sc sc sc sc sc sc ferrochelatase
PP_0841 iscR sc 1,57 2,36 sc sc sc DNA-binding	transcriptional	regulator	IscR
PP_0842 iscS-I sc sc 1,89 sc sc sc cysteine	desulfurase
PP_0843 iscU sc 1,1 1,68 sc sc sc iron-binding	protein	IscU
PP_0844 iscA sc sc 1,56 sc sc sc iron-binding	protein	IscA
PP_0847 sc sc 1,35 nd nd nd ferredoxin,	2Fe-2S
PP_0861 sc 3,65 4,85 sc sc sc outer	membrane	ferric	siderophore	receptor
PP_0865 sc sc sc nd nd nd ECF	sigma	factor
PP_0866 sc sc sc nd nd nd transmembrane	sensor
PP_0867 sc sc sc nd nd nd FecA-like	outer	membrane	receptor
PP_0899 sc sc sc nd nd nd ferredoxin	reductase,	putative
PP_0994 ECFσ-13 sc sc sc nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily
PP_1005 hemO sc sc sc nd nd nd heme	oxygenase






PP_1007 sc sc sc nd nd nd FecR-type	anti-sigma	factor
PP_1008 ECFσ-14 sc sc sc nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	putative	PvdS
PP_1056 sc sc sc sc sc sc iron-chelator	utilization	protein,	putative
PP_1060 sc -1,17 -1,43 nd nd nd ferrioxamine	recepto	putative,	TonB-dependent	transducer
PP_1082 bfrβ sc -2,19 -3,06 sc sc sc bacterioferritin
PP_1083 sc sc 3,63 nd nd nd bacterioferritin-associated	ferredoxin,	putative
PP_1317 petA sc -2,05 -1,29 sc sc sc ubiquinol--cytochrome	c	reductase,	iron-sulfur	subunit
PP_1625 sc -1,08 sc sc sc 0,82 ferrodoxin,	4Fe-4S
PP_1638 fpr sc -1,01 sc sc sc sc ferredoxin--NADP	reductase
PP_2192 iutY sc sc 2,50 nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily;	hybrid	protein	anti-sigma	factor	and	sigma-factor
PP_2193 iutA sc 1,44 2,16 nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	TonB-dependent	transducer
PP_2242 fepA sc sc sc nd nd nd outer	membrane	ferric	enterobactin	receptor
PP_2416 sc sc sc nd nd nd iron	ABC	transporter,	ATP-binding	protein,	putative
PP_2417 sc sc sc nd nd nd iron	ABC	transporter,	permease	protein,	putative
PP_2418 sc sc sc nd nd nd iron	ABC	transporter,	periplasmic	iron-binding	protein,	putative
PP_2420 sc sc sc nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor
PP_2582 sc sc sc nd nd nd heme	oxygenase,	putative
PP_2590 sc sc sc nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor
PP_2591 sc sc sc nd nd nd ferric	siderophore	ABC	transporter,	periplasmic	siderophore-binding	protein
PP_2592 sc sc sc nd nd nd ferric	siderophore	ABC	transporter,	ATP-binding	protein
PP_2593 sc sc sc nd nd nd ferric	siderophore	ABC	transporter,	permease	protein
PP_2594 sc sc sc nd nd nd ferric	siderophore	ABC	transporter,	permease	protein
PP_2641 sc sc sc nd nd nd iron-sulfur	cluster-binding	protein
PP_2888 ECFσ-11 sc sc sc nd nd nd ECF	sigma	factor	PrtI,	putative
PP_2901 pvdQ -1,93 -1,76 -1,38 nd nd nd acyl-homoserine	lactone	acylase	PvdQ	
PP_3006 ECFσ-12 sc sc sc nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily	
PP_3084 sc 1,63 2,18 nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	TonB-dependent	transducer
PP_3085 sc sc 2,86 nd nd nd transmembrane	sensor
PP_3086 sc sc 2,51 nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	factor
PP_3155 sc 3,56 4,59 sc sc sc outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	putative
PP_3163 benC sc sc sc nd nd nd benzoate	dioxygenase,	ferredoxin	reductase	component
PP_3175 sc sc sc nd nd nd dioxygenase,	ferredoxin	reductase	component,	putative
PP_3198 sc sc sc nd nd nd ferredoxin,	2Fe-2S
PP_3325 sc sc sc nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	putative
PP_3330 sc sc sc nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	putative
PP_3555 sc -2,03 -1,45 nd nd nd FecR-type	anti-sigma	factor
PP_3575 sc sc sc nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor;	TonB-dependent	transducer
PP_3576 sc sc 2,09 nd nd nd FecR-type	anti-sigma	factor
PP_3577 ECFσ-17 sc sc sc nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily
PP_3612 sc 4,24 3,75 nd sc sc TonB-dependent	receptor,	putative
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PP_3747 glcF sc sc sc nd nd nd glycolate	oxidase,	iron-sulfur	subunit
PP_3796 pvdA -2,47 -2,72 -3,36 sc -0,75 -0,68 L-ornithine	N5-oxygenase
PP_3797 fpvG sc -1,35 -2,01 nd nd nd conserved	hypothetical	protein
PP_3798 fpvH sc -1,66 -3,09 nd nd nd conserved	hypothetical	protein
PP_3799 fpvJ sc -1,94 -3,40 nd nd nd conserved	hypothetical	protein
PP_3800 fpvK sc -2,45 -2,91 nd nd nd conserved	hypothetical	protein
PP_3801 fpvC sc -1,98 -3,48 nd nd nd cation	ABC	transporter,	periplasmic	cation-binding	protein,	putative
PP_3802 fpvD sc -2,18 -2,63 sc sc sc cation	ABC	transporter,	ATP-binding	protein,	putative
PP_3803 fpvE sc -2,12 -2,49 nd nd nd cation	ABC	transporter,	permease	protein,	putative
PP_3804 fpvF sc -2,46 -3,04 sc sc sc conserved	hypothetical	protein
PP_4208 fpvI	(ECFσ-6) sc 1,63 2,52 nd nd nd 	RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily	
PP_4209 pvdR sc sc sc nd nd nd ABC	transporter	permease
PP_4210 pvdT -2,73 -1,48 sc nd nd nd pyoverdine	ABC	transporter	ATP-binding	protein/permease
PP_4211 ompQ -2,25 sc -1,68 nd nd nd outer	membrane	pyoverdine	efflux	protein
PP_4212 pvdP -1,70 sc -2,30 nd nd nd pyoverdine	biosynthesis-like	protein
PP_4213 pvdM sc sc -1,69 nd nd nd dipeptidase,	putative
PP_4214 pvdN -2,12 -1,41 -2,95 nd nd nd pyoverdine	biosynthesis-like	protein
PP_4215 pvdO -2,17 -1,70 -2,75 nd nd nd pyoverdine	biosynthesis-like	protein
PP_4216 pvdE -3,42 -2,40 -3,98 nd nd nd pyoverdine	ABC	transporter	ATP-binding	protein/permease
PP_4217 fpvA sc -1,55 -2,71 sc -0,77 -0,68 TonB-dependent	outer	membrane	ferripyoverdine	receptor	FpvA
PP_4218 -3,25 -3,45 -3,96 sc sc sc lipase/esterase	family	protein
PP_4219 pvdD -3,62 -2,90 -3,88 sc sc sc non-ribosomal	peptide	synthetase
PP_4220 pvdJ -3,88 -3,08 -4,36 sc sc sc non-ribosomal	peptide	synthetase
PP_4221 pvdI -2,52 -1,77 -3,14 nd nd nd non-ribosomal	peptide	synthetase
PP_4222 syrP -3,28 -2,53 -3,66 nd nd nd protein	syrP
PP_4223 pvdH -3,25 -2,51 -3,76 sc sc -0,58 diaminobutyrate-2-oxoglutarate	transaminase
PP_4243 pvdL -2,95 -1,99 -3,36 sc -1,04 nd pyoverdine	synthetase
PP_4244 pvdS	(EFCσ-4) sc sc 2,21 nd nd nd ferric	regulator
PP_4245 pvdY -1,90 -1,32 -2,11 nd nd nd siderophore	biosynthesis	protein,	putative
PP_4259 sc -1,38 -1,64 nd nd nd iron-sulfur	cluster-binding	protein
PP_4264 hemN -1,85 -2,11 nd nd sc nd oxygen-independent	coproporphyrinogen	III	oxidase
PP_4325 ccmC sc -1,33 sc nd nd nd heme	ABC	export	system,	permease	protein	CcmC
PP_4326 ccmB sc sc sc nd nd nd heme	ABC	export	system,	permease	protein	CcmB
PP_4327 ccmA sc sc sc nd nd nd heme	ABC	export	system,	ATP-binding	protein	CcmA
PP_4553 ECFσ-10 sc sc sc nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily
PP_4606 sc sc sc nd nd nd outer	membrane	ferric	siderophore	receptor,	TonB-dependent	transducer
PP_4607 sc 1,93 1,89 nd nd nd FecR-type	anti-sigma	factor
PP_4608 ECFσ-5 sc 1,90 2,44 nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily
PP_4611 fecI sc sc 2,46 nd nd nd RNA	polymerase	sigma-70	factor,	ECF	subfamily
PP_4612 fecR sc sc 1,86 nd nd nd FecR	anti-sigma	factor
PP_4613 fecA sc sc sc nd nd nd outer	membrane	iron(III)	dicitrate	receptor,	TonB-dependent	transducer
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PP_4646 sc sc sc sc sc sc ferredoxin--NADP+	reductase,	putative
PP_4687 phuV sc 1,62 1,60 nd nd nd heme/hemin	ABC	transporter,	ATP-binding	protein
PP_4688 phuU sc 1,98 2,13 nd nd nd heme/hemin	ABC	transporter,	permease	protein
PP_4689 phuT sc sc 1,55 nd nd nd heme/hemin	ABC	transporter,	periplasmic	heme/hemin-binding	protein
PP_4730 fur sc sc 1,28 sc sc sc transcriptional	regulator	Fur
PP_4755 sc 1,57 sc nd nd nd outer	membrane	ferrichrome-iron	receptor,	TonB-dependent	transducer
PP_4856 sc sc sc nd nd nd bacterioferritin,	putative
PP_4881 sc sc 1,22 sc sc sc iron	ABC	transporter,	periplasmic	iron-binding	protein,	putative
PP_4882 sc 1,41 1,47 nd nd nd iron	ABC	transporter,	permease	protein
PP_4900 sc sc sc nd nd nd iron-sulfur	cluster-binding	protein,	putative
PP_5124 sc sc sc nd nd nd ferredoxin,	4Fe-4S
PP_5195 sc 1,05 1,58 nd nd nd iron	ABC	transporter,	permease	protein,	putative
PP_5196 fbpA sc 1,59 2,72 sc sc sc iron	ABC	transporter,	periplasmic	iron-binding	protein,	putative
PP_5212 sc sc sc nd nd nd oxidoreductase,	iron-sulfur-binding
PP_5306 exbB 1,38 2,96 3,96 sc sc sc ferric	siderophore	transport	system	protein	ExbB
PP_5307 exbD 1,85 3,39 4,34 sc sc sc ferric	siderophore	transport	system,	inner	membrane	protein	ExbD
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ABSTRACT
In Pseudomonas putida, the Hfq and Crc proteins regulate the expression of many genes in response to nutritional and
environmental cues, by binding to mRNAs that bear specific target motifs and inhibiting their translation. The effect of these
two proteins is antagonized by the CrcZ and CrcY small RNAs (sRNAs), the levels of which vary greatly according to growth
conditions. The crcZ and crcY genes are transcribed from promoters PcrcZ and PcrcY, respectively, a process that relies on the
CbrB transcriptional activator and the RpoN σ factor. Here we show that crcZ can also be transcribed from the promoter of
the immediate upstream gene, cbrB, a weak constitutive promoter. The cbrB-crcZ transcript was processed to render a sRNA
very similar in size to the CrcZ produced from promoter PcrcZ. The processed sRNA, termed CrcZ∗, was able to antagonize
Hfq/Crc because, when provided in trans, it relieved the deregulated Hfq/Crc-dependent hyperrepressing phenotype of a
ΔcrcZΔcrcY strain. CrcZ∗ may help in attaining basal levels of CrcZ/CrcZ∗ that are sufficient to protect the cell from an
excessive Hfq/Crc-dependent repression. Since a functional sRNA can be produced from PcrcZ, an inducible strong promoter,
or by cleavage of the cbrB-crcZ mRNA, crcZ can be considered a 3′-untranslated region of the cbrB-crcZ mRNA. In the
absence of Hfq, the processed form of CrcZ was not observed. In addition, we show that Crc and Hfq increase CrcZ stability,
which supports the idea that these proteins can form a complex with CrcZ and protect it from degradation by RNases.
Keywords: global regulation of gene expression; catabolite repression; small RNAs; RNA processing; bacteria
INTRODUCTION
Small RNAs (sRNAs) are key elements in controlling the ex-
pression of bacterial genomes. They act post-transcriptional-
ly, usually to inhibit translation of a given mRNA, although
some can also activate translation or bind to and regulate
the activity of specific proteins (Frohlich and Vogel 2009;
Bobrovskyy and Vanderpool 2013; Wagner and Romby
2015). In addition to controlling the expression of specific
genes, their influence on diverse transcriptional regulators al-
lows them to modulate important regulatory networks
(Romby et al. 2006; Waters and Storz 2009; Storz et al.
2011; Mandin and Guillier 2013). sRNAs are particularly
useful for controlling rapid responses to environmental or
physiological signals (Wassarman 2002; Bobrovskyy and
Vanderpool 2013). For a metabolically versatile bacterium
that thrives in a constantly changing environment, a rapid re-
sponse can be especially important to allow it to profit from
transitory nutrients.
Bacteria of the genus Pseudomonas are a clear example in
this respect. They are metabolically and physiologically very
flexible and have a considerable adaptive capacity that allows
them to thrive in many different environments, even in ex-
treme conditions (Silby et al. 2011; Wu et al. 2011; Moreno
and Rojo 2014). Several recently described sRNAs have key
roles in controlling many aspects of Pseudomonas physiology
(Sharma and Storz 2011; Sonnleitner and Haas 2011;
Gómez-Lozano et al. 2015). One of these, CrcZ, participates
in a complex regulatory network that modulates the expres-
sion of many genes involved in nutrient assimilation, thus
optimizing metabolism and improving growth (Sonnleitner
et al. 2009; Moreno et al. 2012). CrcZ is found in all
Pseudomonas for which the genome sequence is available.
Many Pseudomonas species contain, in addition to CrcZ, oth-
er very similar sRNAs that are functionally redundant, such
as CrcY in Pseudomonas putida (Moreno et al. 2012) or
CrcX in Pseudomonas syringae (Filiatrault et al. 2013). CrcZ
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and its sRNA homologs regulate gene expression in associa-
tion with the Hfq and Crc proteins.
Hfq is a hexameric RNA-binding protein that can recog-
nize specific targets in RNAs and has a central role in post-
transcriptional gene regulation. In Escherichia coli, it can fa-
cilitate the annealing of sRNAs to specific mRNAs to modu-
late translation, influence RNA decay, and enable the
assembly of some ribonucleoprotein complexes (for recent
reviews, see Vogel and Luisi 2011; Sobrero and Valverde
2012; De Lay et al. 2013; Wagner and Romby 2015). In
Pseudomonas, Hfq is a global regulator that influences diverse
features such as growth, metabolism, virulence, motility,
quorum sensing, and tolerance to stress (Sonnleitner et al.
2006; Sonnleitner and Blasi 2014; Arce-Rodriguez et al.
2015; Madhushani et al. 2015; Moreno et al. 2015).
The Crc protein cooperates with Hfq to form stable com-
plexes with RNAs bearing an A-rich motif with the consensus
sequence AAnAAnAA. Although Crc was initially thought to
bind RNA on its own (Moreno et al. 2009; Sonnleitner et al.
2009), recent results indicate that this is not the case, but
rather that Hfq is the protein that initially recognizes the
A-rich motif (Sonnleitner and Blasi 2014). The Crc protein
appears to stabilize the Hfq–RNA complex and forms a tri-
partite Hfq–RNA–Crc complex (Madhushani et al. 2015;
Moreno et al. 2015). Several mRNAs that specify proteins in-
volved in the uptake and metabolism of carbon sources, or in
other physiological processes, bear A-rich Hfq targets that
overlap the translation initiation site; Hfq/Crc binding to
these targets inhibits translation initiation (Sonnleitner and
Blasi 2014; Madhushani et al. 2015; Moreno et al. 2015).
When cells grow in nutritionally rich conditions, a situa-
tion that elicits a carbon catabolite repression (CCR) re-
sponse, the repressive effect of Hfq and Crc is strong. In
contrast, when the preferred nutrient-rich compounds are
consumed or are lacking, the effect of Hfq/Crc is low or un-
detectable. Hfq and Crc levels are similar in distinct growth
conditions (Moreno et al. 2015). CrcZ levels (and those of
homologous sRNAs such as CrcY) vary greatly in response
to nutritional cues, however, and are inversely proportional
to the strength of the inhibitory effect of Hfq and Crc pro-
teins. CrcZ and its homologous sRNAs have several A-rich
motifs and can bind Hfq/Crc in vitro. It was thus suggested
that these sRNAs counteract Hfq/Crc repression by seques-
tering one or both proteins, making them unavailable to
act on mRNAs with A-rich motifs. CrcZ/CrcY levels are
low in nutritionally rich conditions, which would allow
Hfq/Crc proteins to repress target mRNAs. When nutrients
are scarce or render low energetic return, CrcZ/CrcY levels
increase and could then sequester Hfq/Crc proteins, imped-
ing their action on target mRNAs (Sonnleitner et al. 2009;
Moreno et al. 2012; Filiatrault et al. 2013; Valentini et al.
2014).
The role of the Hfq/Crc/CrcZ-CrcY regulatory system in
controlling gene expression, and the underlying molecular
mechanisms, have been studied in some detail in
Pseudomonas putida, a ubiquitous soil bacterium that has be-
come an important model system in biotechnology (Poblete-
Castro et al. 2012; Nikel et al. 2014). The P. putida crcZ and
crcY genes are transcribed from promoters PcrcZ and PcrcY,
respectively, which require the CbrB transcriptional activator
and the RNA polymerase form bound to the RpoN alterna-
tive σ factor (Moreno et al. 2012; García-Mauriño et al.
2013). The activity of these promoters varies considerably,
depending on the nutritional conditions. The crcY gene can
also be transcribed from an unknown promoter upstream
of PcrcY. The resulting transcript is processed to render a
sRNA similar in size to that of CrcY (García-Mauriño et al.
2013); the possible function of this processed transcript
was not studied.
Here we show that crcZ is transcribed not only from PcrcZ,
but from the promoter of the cbrB gene, located immediately
upstream of crcZ. The cbrB-crcZ transcript is processed to
render a sRNA very similar in size to the primary CrcZ pro-
duced from PcrcZ. This suggests that crcZ is a 3′-untranslated
region (3′-UTR) of cbrB that can generate a sRNA either from
PcrcZ or by cleavage of the cbrB-crcZmRNA.We analyzed the
ability of the processed form of CrcZ to control Hfq/Crc
function in vivo. In addition, we show that Hfq and Crc pro-
tect the primary and processed CrcZ forms from cleavage by
ribonucleases, thus increasing their stability. Our data sup-
port a model that explains how the Hfq/Crc/CrcZ regulatory
system could react to nutritional signals.
RESULTS
Cells lacking RpoN contain substantial amounts
of CrcZ sRNA
In agreement with reports that promoter PcrcZ requires the
CbrB transcriptional activator and the RpoN-RNA polymer-
ase (Moreno et al. 2012; García-Mauriño et al. 2013), the
β-galactosidase activity derived from a plasmid-borne
PcrcZ-lacZ transcriptional fusion was very low in P. putida
cells that lacked the RpoN σ factor or the CbrB activator
(Fig. 1A,B). Based on this finding, the amount of CrcZ in
these mutant strains should be low or undetectable; nonethe-
less, real-time RT–PCR monitoring of crcZ transcript levels
(or transcripts including crcZ sequences) showed that the
abundance of crcZ transcripts in the RpoN-null strain was
similar to that of the wild-type strain, both during exponen-
tial growth in LB and in the stationary phase of growth (Fig.
1C). The CbrB-null strain behaved as predicted, with very
low crcZ transcript levels (Fig. 1C). These results suggest
that, at least in the RpoN-null strain, crcZ can be transcribed
from an RpoN-independent promoter. The DNA segment in
the PcrcZ-lacZ transcriptional fusion, including the promoter
PcrcZ, spanned from the end of cbrB to the start of crcZ (plas-
mid pPcrcZ; Fonseca et al. 2013). Since this fusion was inac-
tive in the RpoN-null strain, crcZ transcription in this strain
must derive from an RpoN-independent promoter located
Origin and stability of CrcZ sRNA
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within cbrB or upstream of it. When sequenced, the chromo-
somal region spanning from the start of cbrB to crcZ in the
RpoN-null strain was found to be identical to the same region
in the wild-type strain. This rules out the presence of a new
promoter in the RpoN-null strain that would explain the
high crcZ transcript levels. This sequence identity also indi-
cates that, in the wild-type strain, crcZ could be transcribed
not only from PcrcZ, but also from an RpoN-independent
promoter. The absence of crcZ transcripts in the MPO401
CbrB-null strain (García-Mauriño et al. 2013) is probably
due to the deletion of almost the entire cbrB gene, and to
the kanamycin-resistance gene that replaces the deleted
cbrB sequences and includes a transcriptional terminator
that can stop transcription originated in upstream regions.
Identification of promoters upstream of PcrcZ
that can drive crcZ transcription
To assess whether crcZ is under the influence of a promoter
located upstream of PcrcZ, we performed reverse transcrip-
tion-PCR assays with total RNA from the wild-type and
RpoN-null strains, and various primer pairs designed to
detect transcripts that originate upstream of PcrcZ and span
into crcZ. Results confirmed the presence of a transcript
that includes crcZ and originates between the end of cbrB
and PcrcZ, within cbrB, or upstream of cbrB (Fig. 2A).
Two parallel approaches were used to locate this promoter.
We first tested whether crcZ can be transcribed from the cbrB
promoter, termed PcbrB (Amador 2011), or from an unchar-
acterized internal promoter within cbrB. The activity of a
plasmid-borne transcriptional fusion of cbrB (including the
PcbrB promoter) to lacZ was compared to that of a series of
similar reporter fusions in which the 5′-end of cbrB had
been trimmed progressively to eliminate PcbrB and down-
stream sequences (see Fig. 2B). Deletion of promoter PcbrB
completely eliminated reporter gene transcription (Fig.
2C), indicating that cbrB has no internal promoters that
could affect crcZ, and that the crcZ transcripts that originate
upstream of PcrcZ might derive from promoter PcbrB.
Introduction of the cbrB-lacZ reporter fusion contained in
plasmid pFW1 (see Fig. 2B,C) into the RpoN-null strain
KT2442rpoN::Ωkm, showed that β-galactosidase levels were
three times higher in the absence of RpoN than in its pres-
ence (Fig. 2D, left panel). Real-time RT-PCR assays con-
firmed that transcripts for cbrB were twofold more
abundant in the RpoN-null than in the wild-type strain
(Fig. 2D, right panel). PcbrB promoter activity can thus ex-
plain, at least in part, the presence of crcZ transcripts in the
RpoN-null strain. This activity was nevertheless much lower
than that of promoter PcrcZ in the same conditions (cf. Figs.
1B, 2C).
In an alternative approach, we used 5′ RACE to test for the
possible presence of a crcZ promoter in the vicinity of PcrcZ
(Fig. 3A). RNA preparations from the wild-type and RpoN-
null strains growing exponentially in LB medium were treat-
ed with the TEX nuclease (terminator 5′-phosphate-depen-
dent exonuclease), which digests RNAs that have a 5′
monophosphate, but is inactive on primary transcripts with
a triphosphate at their 5′ end. In the wild-type strain, the
5′-end of most of the transcripts detected (64%) correspond-
ed to an A residue located 2 nucleotides (nt) downstream
from the start site mapped by Moreno et al. (2012) and 1
nt downstream from that reported by García-Mauriño et al.
(2013), both of which were determined using a primer exten-
sion approach. In the RpoN-null strain, many fewer clones
FIGURE 1. Influence of CbrB and RpoN on the activity of promoter
PcrcZ and on CrcZ levels. (A) Scheme showing the location of promoter
PcrcZ, the −12 and −24 consensus motifs for the RpoN σ factor, and the
binding site for the CbrB transcriptional activator. (B) P. putida strains
KT2442 (wt), MPO401 (cbrB::km derivative of KT2442, indicated as
ΔcbrB), and KT2442rpoN::Ωkm (rpoN::Ωkm derivative of KT2442, indi-
cated as ΔrpoN), transformed with plasmid pPcrcZ (includes a PcrcZ-
lacZ transcriptional fusion, but lacks cbrB sequences), were cultured
in LB medium, and β-galactosidase levels were measured at different
times. The plot shows the values obtained as a function of cell growth
(turbidity at 600 nm). (C) CrcZ levels in the above strains, cultured in
LB medium and collected at mid-exponential phase (A600, 0.6; dark
bars) or at the start of the stationary phase (turbidity, 2.2; light bars).
RNA levels were determined by real-time RT-PCR; values shown are
the mean ± SD for three independent assays.
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were isolated from the RACE assays, which suggests the ab-
sence of primary crcZ transcripts. In addition, the 5′-end in-
dicated by the isolated clones mapped in most cases at
positions 5–14 nt upstream of the +1 start site observed for
CrcZ in the wild-type strain; 50% of these 5′-ends mapped
at positions −5 and −6 (Fig. 3A). The heterogeneity of the
5′-ends suggests that they are processed transcripts that es-
caped the TEX treatment.
The 5′ end of crcZ transcripts was also analyzed using
primer extension assays performed with an end-labeled oli-
gonucleotide primer. When using TEX-treated RNA sam-
ples, we detected an extension product in the wild-type
strain, which corresponded to a transcript originated at the
transcription start site detected in the RACE assays (position
+1; Fig. 3B). This extension product was barely visible in the
RNA sample from the RpoN-null strain (Fig. 3B). In the ab-
sence of TEX treatment, most extension products in the
RpoN-null strain samples were transcripts with 5′ ends
matching positions−6,−9,−11, or−13. Within the accuracy
limits of the primer extension assays, these 5′ ends coincide
with those found using 5′ RACE assays. The extension prod-
ucts with 5′ ends in the−6 to−13 region were also detected in
the TEX-untreated wild-type strain samples, although their
abundance was much lower than in the RpoN-null strain
and represented a minor fraction of overall crcZ transcripts
(Fig. 3B). These results support the idea that promoter
FIGURE 2. The crcZ gene can be transcribed from promoter PcbrB. (A) Identification of transcripts comprising crcZ that originate at or upstream of
the promoter PcrcZ, detected by RT-PCR. Total RNA from the wild-type (KT2442) and RpoN-null (KT2442rpoN::Ωkm) strains cultured in LB me-
diumwas purified, transformed to cDNAwith reverse transcriptase and a primer that hybridized within crcZ (Zrv; see figure); the cDNAwas amplified
by PCR using forward primers that hybridized up- (Zfw2) or downstream (Zfw1) from promoter PcrcZ, and the reverse Zrv primer that hybridized
within crcZ. Control reactions to which RNase A was added, or in which the PCR was performed with genomic DNA, were included as controls. (M)
DNA size ladder (in bp). (B) Transcriptional fusions of the cbrB gene, or of serial deletions affecting its 5′-region, to the lacZ reporter gene. The cbrB
segments fused to lacZ were generated by PCR with forward primers FW1 to FW7, and with the reverse primer RV(7); note that only the segment
generated with primer FW1 includes the PcbrB promoter and that none of the fusions includes the sequences corresponding to promoter PcrcZ or crcZ.
DNA segment size is indicated. (C) β-Galactosidase activity displayed by P. putida KT2440 harboring plasmids that include the transcriptional fusions
constructed in B, named according to the corresponding forward primer. A strain bearing the plasmid vector used to construct the fusions (pMP220)
was included as control. Cells were cultured in LB medium, samples were withdrawn at various times, and β-galactosidase activity was determined
using ONPG as the substrate; data shown are the mean ± SD for three independent assays. (D) Influence of RpoN on cbrB gene expression. The left
panel shows the transcription of cbrB, as deduced from a cbrB-lacZ transcriptional fusion, in P. putida strains KT2442 (wt) and KT2442rpoN::Ωkm
(ΔrpoN), transformed with plasmid pFW1 (contains the cbrB-lacZ transcriptional fusion; see panel B). Cells were cultured in LB medium; at mid-
exponential phase (A600, 0.6), samples were taken and β-galactosidase activity was determined using ONPG as substrate. Data shown are the mean
± SD for three independent assays. The right panel shows the abundance of cbrB transcripts in P. putida strains KT2442 (wt) and KT2442rpoN::Ωkm
(ΔrpoN), determined by real-time RT-PCR with RNA from cells cultured in LB medium and collected at mid-exponential phase (A600, 0.6). The
primers used for the PCR reaction hybridized at the central region of cbrB. Values show the mean ± SD for three independent assays.
Origin and stability of CrcZ sRNA
www.rnajournal.org 1905
 Cold Spring Harbor Laboratory Press on April 2, 2018 - Published by rnajournal.cshlp.orgDownloaded from 
PcrcZ is inactive in the absence of RpoN and that additional
promoters cannot be detected in this region. The transcripts
detected in the RpoN-null strain are probably due to read-
through transcription from cbrB and cleavage of the cbrB-
crcZ transcripts.
The transcript originated at PcbrB can be processed
to generate an sRNA similar to the primary CrcZ
When we used a probe for crcZ, Northern blot analysis of
RNA samples from cells growing exponentially in LB medi-
um showed that the RpoN-null strain bears a transcript
that hybridizes to the probe and is very similar in size to
CrcZ (Fig. 4). This transcript was barely detected in TEX-
treated samples, which indicates that it is not a primary tran-
script, but derives from processing of a larger transcript that
probably originated at the PcbrB promoter. This idea coin-
cides with the results of the 5′ RACE and primer extension
assays for the RpoN-null strain (Fig. 3), which suggest a pro-
cessing site located 5–9 nt upstream of the promoter PcrcZ +1
start site. For simplicity, these processed transcripts of very
similar size were collectively termed CrcZ∗. In the wild-
type strain, however, most crcZ transcripts were TEX-resis-
tant, although quantitation of the bands in three independent
assays indicated that transcript levels decreased by ∼20% af-
ter TEX treatment. This again suggests that processed CrcZ∗
transcripts are also present in the wild-type strain.
Real-time RT-PCR assays performed with RNA from cells
growing exponentially in LB medium showed that the num-
ber of transcripts that include crcZ sequences were much
more abundant than those for cbrB (∼10-fold for the wild-
type strain and 16-fold for the RpoN-null strain; compare
data in Fig. 1C and Fig. 2D). This suggests that, after cleavage
of the cbrB-crcZ transcript, the 5′-segment for cbrB is rapidly
degraded, while the fragment corresponding to crcZ is more
stable and accumulates, particularly in the RpoN-null strain.
In the CbrB-null strain MPO401, neither the primary nor
the processed crcZ transcripts were detected (Fig. 4). Primary
transcripts that originated at PcrcZ are predicted to be absent
in this strain, since this promoter relies on the CbrB activator,
which is lacking. The absence of processed crcZ transcripts is
probably the consequence of the kanamycin-resistance
FIGURE 3. Identification of the 5′ end of crcZ transcripts in wild-type and rpoN P. putida strains. Total RNA was obtained from P. putida KT2442
(wt) and KT2442rpoN::Ωkm (ΔrpoN) cultured in LB medium and the 5′ end of the crcZ transcripts were determined using 5′ RACE (A) or primer
extension (B). (A) 5′ RACE assays were performed with RNA samples previously treated with terminator 5′-phosphate-dependent exonuclease (TEX).
Fourteen independent clones were sequenced for each strain; the 5′ ends found for the wild type are indicated by black arrows, and those for the rpoN
strain by gray arrows. The frequency with which each 5′ end was found is indicated in the lower panels (in %). (B) Primer extension reactions were
performed with an end-labeled oligonucleotide and RNA samples, untreated or treated with TEX enzyme, as indicated. The extended cDNA products
were analyzed by electrophoresis on a denaturing 6% urea–polyacrylamide gel, in parallel with a DNA sequence ladder (L). Numbers (right) indicate
the position of the 5′ ends detected relative to the crcZ transcription start site (+1).
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determinant that interrupts the cbrB gene in this strain, and
stops transcripts that originate at promoter PcbrB.
The processed form of CrcZ can antagonize Hfq/Crc
function, complementing the hyperrepressing
phenotype of a ΔcrcZΔcrcY double mutant
Our results showed that cells can bear two CrcZ variants, the
primary CrcZ and the processed CrcZ∗. The processed form
is the predominant, if not the only variant in the RpoN-null
strain, whereasmost CrcZ in the wild-type strain corresponds
to the primary transcript. Prediction of the secondary struc-
ture of CrcZ∗ and CrcZ, using the RNAfold software package
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi), suggested
that the overall structure of these sRNAs is highly similar.
Although there are some local modifications due to the extra
nucleotides present at the CrcZ∗ 5′-end, they are small, and
the stem–loops that include the Hfq binding sites remain un-
changed (not shown). We thus assessed whether the pro-
cessed CrcZ∗ variant is functional and can antagonize the
repressing activity of Hfq/Crc proteins, which would open
up a possible role for CrcZ∗ in the CbrB/Hfq/Crc regulatory
system.We previously reported that a mutant P. putida strain
bearing inactivated crcZ and crcY genes, and therefore lacking
all forms of CrcZ and CrcY, is unable to grow in a minimal
salts medium containing benzoate or citrate as the sole car-
bon source, and it has a markedly reduced growth rate
when glucose, fumarate, or succinate are provided as the car-
bon source (Moreno et al. 2012). Since the wild-type strain
can grow efficiently using any of these compounds, we pro-
posed that lack of CrcZ and CrcY (and of its processed forms,
CrcZ∗ and CrcY∗) deregulates the Hfq/Crc system, leading to
strong, constitutive Hfq/Crc-dependent repression of genes
involved in the uptake and assimilation of these nonpreferred
carbon sources (Moreno et al. 2012).
To test whether CrcZ∗ expression in trans complements
the ΔcrcZΔcrcY strain growth defects, two plasmids were con-
structed. The first, p421-Pwt, bore a DNA segment that in-
cludes the cbrB and crcZ genes (expressed from their native
promoters, PcbrB and PcrcZ) and can therefore generate
CrcZ and CrcZ∗ (see Fig. 5A). The second plasmid, p421-
Pmut, has a variant of this DNA fragment in which the GG
and GC nucleotides at the consensus −24 and −12 regions
of promoter PcrcZ were modified to CC and TT, respectively.
This was predicted to inactivate promoter PcrcZ, such that
plasmid p421-Pmut would generate the processed CrcZ∗
form but not the primary CrcZ transcript. To verify that
the mutations inactivated PcrcZ, a DNA segment from
p421-Pmut spanning from the end of cbrB to the promoter
PcrcZ start site was PCR amplified and cloned into the
pMP220 reporter plasmid, generating a transcriptional fu-
sion to the lacZ indicator gene. The plasmid obtained,
pPcrcZmut, was introduced into strain KT2440, and its abil-
ity to produce β-galactosidase was compared to that of plas-
mid pPcrcZ, which bears a wild-type PcrcZ promoter. As
predicted, the mutant promoter was totally inactive (Fig. 5B).
We introduced plasmids p421-Pwt and p421-Pmut into
the ΔcrcZΔcrcY strain KT2440-ZY and analyzed their ability
to produce CrcZ and/or CrcZ∗. As control, the empty plas-
mid vector (pSEVA421) was also introduced into strain
KT2440-ZY. Northern blot analysis showed that plasmid
p421-Pwt allowed production of an sRNA that hybridizes
to the CrcZ probe and whose abundance decreases little after
TEX treatment (Fig. 5C). This suggests that most sRNA pro-
duced is primary CrcZ, although CrcZ∗ would also be pres-
ent. In contrast, the sRNA species produced by plasmid
p421-Pmut was completely degraded by TEX treatment, in-
dicating that this plasmid generates CrcZ∗ but not primary
CrcZ. Real-time RT-PCR indicated that, in cells growing ex-
ponentially in LB medium, the amount of CrcZ∗ in the mu-
tant strain KT2440-ZY containing p421-Pmut was similar to
that of CrcZ in the wild-type KT2440 strain (Fig. 5D); none-
theless, the amount of CrcZ produced from plasmid p421-
Pwt in strain KT2440-ZY was twice as high.
We next analyzed the ability of plasmids p421-Pwt and
p421-Pmut to restore the growth defect of strain KT2440-
ZY in a minimal salts medium containing citrate, benzoate,
glucose, or succinate as the sole carbon source. When using
citrate or benzoate, the control strain KT2440-ZY
(pSEVA421) could not grow even after 24 h in culture, while
the wild-type strain KT2440(pSEVA421) grew efficiently
(Fig. 6). The presence of plasmid p421-Pwt in the CrcZ/
CrcY-null strain KT2440-ZY fully restored growth, with a
growth rate similar to that of the wild-type KT2440 strain.
This suggests that the CrcZ and CrcZ∗ sRNAs produced
from plasmid p421-Pwt can complement the growth defect
of strain KT2440-ZY when citrate or benzoate are the only
carbon source available. Plasmid p421-Pmut, which gener-
ates CrcZ∗ but not the primary CrcZ (see Fig. 5C), provided
partial complementation, since cells grew slowly and cultures
eventually reached turbidity values similar to those of the
wild-type strain after 24 h culture (Fig. 6). This suggests
FIGURE 4. Identification of CrcZ sRNA by Northern blot in strains
KT2442 (wt), MPO401 (ΔcbrB), KT2442rpoN::Ωkm (ΔrpoN). Strain
KT2440-Z, which has an inactivated crcZ::tet allele and lacks CrcZ, is in-
cluded as control (indicated as ΔcrcZ). Total RNA was obtained from
cells growing exponentially in LB medium (A600, 0.6). RNA samples
were untreated or treated with TEX, resolved on a 6% polyacryl-
amide/7 M urea gel, transferred to a nitrocellulose membrane, and
the presence of CrcZ and 5S rRNA determined by hybridization with
specific probes. Lane M corresponds to an RNA size ladder.
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that CrcZ∗ can at least partially antagonize the inhibitory ef-
fect of Hfq/Crc. Most likely, complementation is only partial
because the amount of CrcZ∗ produced from the weak PcbrB
promoter is lower than that of CrcZ generated from the
strong PcrcZ promoter.
Lack of CrcZ and CrcY had a less severe effect when strain
KT2440-ZY used glucose or succinate as the carbon source;
cells grew slowly, although after 24 h, turbidity values were
high (Fig. 6). Plasmid p421-Pmut could effectively comple-
ment the lack of CrcZ and CrcY, particularly when succinate
was the carbon source (Fig. 6). Since this plasmid allows pro-
duction of CrcZ∗, but not of the primary CrcZ, its ability to
restore the growth of strain KT2440-ZY on glucose or succi-
nate further shows that the processed CrcZ∗ form can at least
partially antagonize the repressive effect of the Hfq/Crc pro-
teins, supporting that it is functional.
Since the amount of CrcZ∗ present in a wild-type strain is
low, it can be asked whether it plays an active role in the mod-
ulation of Hfq/Crc-dependent catabolite repression when
growth conditions change from a situation of high repression
(for example, a complete medium) to one of low repression
(a poor carbon source available). We therefore analyzed
whether the amount of CrcZ∗ produced from promoter
PcbrB is high enough to relieve the Hfq/Crc-dependent re-
pression of the benA gene, which codes for the first enzyme
of the benzoate assimilation pathway. Transcription of
benA requires the BenR transcriptional activator. Earlier
work showed that the Hfq/Crc system inhibits translation
FIGURE 5. Plasmids designed to produce CrcZ and CrcZ∗, or only CrcZ∗. (A) Scheme of the insert in plasmids p421-Pwt and p421-Pmut. Plasmid
p421-Pwt bears the cbrB and crcZ genes. Plasmid p421-Pmut contains cbrB and a mutant variant of PcrcZ in which the GG and GC nucleotides of the
−24 and −12 regions, critical for recognition by RpoN-RNA polymerase, were modified (indicated in the blow-up). The RNAs predicted in each case
are indicated. (B) P. putida strain KT2440 containing plasmid pPcrcZ (includes a PcrcZ-lacZ transcriptional fusion) or pPcrcZmut (includes a similar
transcriptional fusion, with the mutant PcrcZmut promoter described in A), were cultured in LB medium and β-galactosidase levels measured at dif-
ferent times. The plot shows values obtained as a function of cell growth. (C) Northern blot identification of CrcZ/CrcZ∗ in strain KT2440-ZY con-
taining plasmids pSEVA421 (control), p421-Pwt, or p421-Pmut. Total RNA from cells growing exponentially in LB medium was untreated or treated
with TEX, resolved on a denaturing polyacrylamide/urea gel, transferred to a nitrocellulose membrane, and the presence of CrcZ and 5S rRNA de-
termined by hybridization with specific probes. (D) The amount of CrcZ/CrcZ∗, determined by real-time RT-PCR, in strains KT2440 and KT2440-ZY
containing the plasmids is indicated in C; total RNA was purified from cells cultured in LB medium and collected at mid-exponential phase (A600 of
0.6; “Ex”) or in stationary phase (A600 of 2.2; “St”).
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of benR mRNA, which bears an A-rich motif to which Hfq/
Crc bind (Moreno and Rojo 2008; Hernández-Arranz et al.
2013). As a result, in cells growing exponentially in ben-
zoate-containing LB medium, Hfq/Crc keep BenR levels be-
low those needed for an efficient induction of the benA gene,
exerting an indirect but strong inhibition of benA transcrip-
tion (Morales et al. 2004; Moreno and Rojo 2008; Moreno
et al. 2012; Hernández-Arranz et al. 2013).
The indirect Hfq/Crc-dependent inhibition of benA tran-
scription can bemonitored usingP. putida strain PBA1,which
bears a PbenA-lacZ transcriptional fusion in its chromosome,
and its derivatives PBA1C (Crc-null) and PBAZY (CrcZ-null,
CrcY-null; lacking all forms of these sRNAs) (Moreno and
Rojo 2008; Moreno et al. 2012). Plasmids p421-Pwt and
p421-Pmut were introduced into strain PBAZY, while the
empty plasmid vector pSEVA421 was introduced into strains
PBA1, PBAZY, and PBA1C, as controls. The ability of ben-
zoate to induce transcription from promoter PbenA was fol-
lowed in all strains by measuring β-galactosidase production
in cells cultured in LB medium with 5 mM benzoate. β-
Galactosidase expression in strain PBA1 (pSEVA421) was
strongly inhibited during the exponential growth phase until
the culture reached a turbidity of∼1–1.5, when cells prepared
to enter the stationary phase and Hfq/Crc-dependent repres-
sion was relieved (see Fig. 7), a process that coincides with a
strong increase in CrcZ/CrcY levels (Moreno et al. 2012).
Repressionwas not observed in theCrc-null strain, as predict-
ed. In strain PBAZY, however, repression was strong and did
not disappear after entry into stationary phase, as would be
anticipated for a strainwith a deregulated,
constitutively active Hfq/Crc repression
system. Introduction of plasmid p421-
Pwt into strain PBAZY partially relieved
repression, probably because the plasmid
provides several copies of the cbrB and
crcZ genes that give rise to increased
CrcZ dosage (see Fig. 5D). The presence
of p421-Pmut in strain PBAZY had no
apparent effect. This plasmid allows pro-
duction of CrcZ∗ but not of CrcZ. Since
the results presented in Figure 6 had indi-
cated that CrcZ∗ can at least partially an-
tagonize the inhibitory effect of Hfq/Crc,
the observation that it cannot relieve the
Hfq/Crc-dependent inhibition of benA
transcription suggests that the levels of
CrcZ∗ produced from plasmid p421-
Pmut are not high enough to counteract
the Hfq/Crc-dependent inhibition of
benA expression. In support of this idea,
real-time RT-PCR assays (Fig. 5D) indi-
cated that CrcZ∗ levels in a ΔcrcZΔcrcY
strain containing plasmid p421-Pmut
and growing exponentially in LBmedium
are about half those of CrcZ + CrcZ∗ gen-
erated from p421-Pwt, and very similar to those seen in the
wild-type strain, levels that allow a strongHfq/Crc-dependent
repression. In addition, since plasmid p421-Pmut generates
CrcZ∗ from promoter PcbrB, which is weak and constitutive,
the amount of CrcZ∗ cannot increase in the stationary phase,
and therefore Hfq/Crc-dependent repression of promoter
PbenA is not relieved in the stationary phase, in contrast to
what is observed when the primary CrcZ is expressed from
the strong and inducible PcrcZ promoter. Altogether, the re-
sults presented suggest that the amounts of CrcZ∗ present in
the cell are not sufficient to counteract the strong CCR effect
that occurs in a complete medium, but can contribute to pro-
vide a basal protection from an excessive Hfq/Crc-dependent
repression.
Influence of Crc and Hfq proteins on CrcZ expression,
stability, and processing
P. putida CrcZ levels decrease considerably following inacti-
vation of the crc gene (García-Mauriño et al. 2013). This ef-
fect has been traced to a reduction in promoter PcrcZ activity
when the Crc protein is absent. Although the underlying rea-
sons are unclear, the authors proposed that Crc inhibits
translation of an mRNA encoding a transcriptional repressor
that inhibits PcrcZ activity. The effect of Hfq on CrcZ levels
and PcrcZ activity was unknown. Northern blot analysis
showed that lack of Hfq also led to a marked decrease in
CrcZ levels (Fig. 8A), which was confirmed by real-time
RT-PCR (not shown). The absence of Hfq also had a negative
FIGURE 6. Growth of P. putida strains KT2440 (wild type) and KT2440-ZY (a ΔcrcZΔcrcY de-
rivative of strain KT2440), containing plasmids pSEVA421 (vector with no insert), p421-Pwt
(produces CrcZ and CrcZ∗), or p421-Pmut (produces CrcZ∗), in M9minimal salts medium con-
taining citrate, benzoate, glucose, or succinate as sole carbon source. Note discontinuity in the
time scale after hour 7.
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effect on promoter PcrcZ activity (Fig. 8B). The strong
decrease in CrcZ when Crc or Hfq proteins are absent might
nonetheless be due not only to reduced PcrcZ activity, but
also to reduced sRNA stability, since the CrcZ sRNA has sev-
eral A-rich motifs that are very similar to RNase E targets.
As Hfq/Crc binding to CrcZ might protect the sRNA from
RNase degradation, which could affect CrcZ levels, we ana-
lyzed the influence of Crc and Hfq on CrcZ stability. Since
CrcZ levels in cells lackingCrc orHfq are essentially undetect-
able, we introduced plasmid p424-Z, which allows crcZ tran-
scription from the heterologous IPTG-inducible Ptrc
promoter, into P. putida strains KT2440Δhfq (Hfq-null)
and KTCRC (Crc-null). As a control, the same plasmid was
introduced into the CrcZ-null strain KT2440-Z, which is
wild type for Crc and Hfq and in which all CrcZ must be gen-
erated from plasmid p424-Z. The three strains were cultured
in LB medium with 1 mM IPTG (to induce crcZ transcrip-
tion); cells were collected at mid-exponential phase, their
RNA extracted, and CrcZ levels were analyzed by Northern
blot and real-time RT-PCR. In the strain bearing wild-type
crc and hfq alleles, CrcZ overproduction led to the appearance
of two similarly sized bands that hybridized to the probe (Fig.
9A; lanes labeled “ΔcrcZ”). The larger band was TEX-resistant
and probably corresponds to a primary, plasmid-produced
crcZ transcript that contains 62 extra nucleotides at its 5′-
end, which is the distance between the Ptrc promoter tran-
scription start site and the first crcZ nucleotide. The smaller
band was similar in size to the CrcZ sRNA in the wild-type
KT2440 strain (Fig. 9A, labelled “wt”) and was selectively de-
graded by TEX. This smaller band probably corresponds to a
processed transcript that has lost most or all of the 62-nt extra
tail at the 5′ end. This processed transcript was not observed in
the Hfq-null strain. This suggests that Hfq facilitates this pro-
cessing or, alternatively, thatHfq protects CrcZ fromdegrada-
tion by RNases, protection that would be more important for
the processed transcript than for the primary transcript.
Although the processed crcZ transcript was detected in the
Crc-null strain, it was somewhat smaller than in the wild-
type strain (Fig. 9A), which suggests that Crc influences the
structure of the RNA–Hfq complex that facilitates processing
and favors a defined excision site. Real-time RT-PCR assays to
quantify the combined abundance of primary and processed
CrcZ forms showed that, whenCrcZwas overproduced by the
plasmid, lack of Crc or Hfq reduced CrcZ steady-state levels
by 2.5- and 3.7-fold, respectively (Fig. 9B), which coincides
with Northern blot assay results.
To analyze the influence of Crc and Hfq on the stability of
crcZ transcripts originated from plasmid p424-Z, P. putida
strains KT2440-Z (CrcZ-null), KT2440Δhfq (Hfq-null),
and KTCRC (Crc-null), all bearing plasmid p424-Z, were
cultured in LB medium with IPTG, and transcription was
blocked at mid-exponential phase by rifampicin addition.
Samples were taken at different times, total RNAwas purified
from the cells, and crcZ transcript abundance was analyzed in
FIGURE 7. P. putida strains PBA1 (contains a PbenA-lacZ transcrip-
tional fusion in its chromosome), PBA1C (a Crc-null derivative of strain
PBA1), or PBAZY (a ΔcrcZΔcrcY derivative of strain PBA1), where indi-
cated containing plasmids pSEVA421, p421-Pwt, or p421-Pmut, were
cultured in LB medium with 5 mM benzoate, and β-galactosidase levels
weremeasured at different times. The plot shows the values as a function
of cell growth (turbidity at 600 nm). Exponential growth declined at a
turbidity of ∼1.5, when cells prepared to enter the stationary growth
phase.
FIGURE 8. Amounts of CrcZ (A) and PcrcZ promoter activity (B) in P.
putida strains KT2440 (wt), KTCRC (Δcrc), and KT2440Δhfq (Δhfq de-
rivative of KT2440). (A) Total RNAwas obtained from cells growing ex-
ponentially in LB medium (A600, 0.6), and CrcZ and 5S rRNA
determined by Northern blot with specific probes. (B) The strains indi-
cated above, transformed with plasmid pPcrcZ (which bears a PcrcZ-
lacZ transcriptional fusion), were cultured in LB medium. Samples
were taken at different times and β-galactosidase levels measured using
ONPG as substrate. Two independent assays were performed; results
from both of them are shown.
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each sample by Northern blot. The half-life of the primary
crcZ transcript produced from the plasmid Ptrc promoter
was ∼6 min in the strain containing both Crc and Hfq (strain
ΔcrcZ), but decreased to ∼3.8 min in the strain lacking Hfq,
and to ∼3 min when Crc was absent (Fig. 10A–C; summa-
rized in Fig. 10D). The absence of Crc and Hfq thus reduces
primary CrcZ stability by almost half. The pattern was similar
for the processed crcZ transcript (higher electrophoretic mo-
bility band in Northern blots); the absence of Crc reduced
transcript half-life by almost half (from 6.8 to 3.8 min; Fig.
10E). It is worth noting that when Crc and Hfq proteins
were both present, decay of the primary and the processed
crcZ transcripts was delayed for∼4 min, after which their lev-
els began to diminish. In the absence of Crc or Hfq, RNA de-
cay began immediately.
DISCUSSION
Many sRNAs originate from noncoding genes located within
intergenic regions, between protein-coding genes (Miyakoshi
et al. 2015). The CrcZ sRNA, present in all Pseudomonads for
which the genome sequence is known, was thought to belong
to this group, since it originates from a promoter (PcrcZ) lo-
cated downstream from the cbrB gene. Here we show that
crcZ can also be transcribed from the cbrB promoter, which
generates a cbrB-crcZ transcript that is processed to render
a sRNA very similar in size to that of the primary CrcZ pro-
duced from promoter PcrcZ. Processing occurred preferen-
tially at a site 5–9 nt upstream of the 5′-end of the primary
CrcZ. In a wild-type strain, these processed variants, collec-
tively termed CrcZ∗, account for a small percentage of the to-
tal CrcZ species. In the RpoN-null strain analyzed in this
work, promoter PcrcZ is inactive and CrcZ∗ is the only species
present, reaching levels similar to or higher than those of the
primary CrcZ in the wild-type strain. The crcZ gene can thus
be considered a 3′-untranslated region (3′-UTR) of cbrB that
can generate a sRNA from PcrcZ or by cleavage of the cbrB
mRNA 3′-UTR (see Fig. 11). Although these two sRNA var-
iants have different 5′-ends, they share the transcriptional ter-
minator at the crcZ 3′-end.
We present evidence that an artificial CrcZ variant with an
unrelated 62-nt extra tail at its 5′-end is also processed to ren-
der a sRNA similar in size to the primary CrcZ (Figs. 9, 10).
This finding suggests that processing depends on a sequence
or structure downstream from the cleavage site, and that the
upstream sequences are less important. A similar observation
was recently made for the E. coliGlmZ sRNA, in which a cen-
tral stem–loop is decisive for cleavage by RNase E, whereas
the precise sequence at the cleavage site was not important
(Gopel et al. 2016). We did not detect processing of the
CrcZ variant with 62 extra nucleotides at its 5′ end in the
Hfq-null strain (Fig. 9), which implies that Hfq is involved
in this processing or is needed to avoid transcript degradation
by RNases. The Vibrio choleraeHfq protein was similarly ob-
served to participate in MicX transcript processing by
RNaseE to generate a stable, more active sRNA (Davis and
Waldor 2007).
In all Pseudomonas genomes analyzed to date, crcZ maps
downstream from cbrB (Sonnleitner et al. 2009; Moreno
et al. 2012; Filiatrault et al. 2013). Our finding that cbrB
and crcZ are functionally linked and form a single transcrip-
tional unit in P. putida suggests that cbrB-crcZ cotranscrip-
tion, and possibly its processing to yield CrcZ∗, might
occur in other Pseudomonas species as well. The P. putida
CrcY sRNA, which is very similar to CrcZ and functionally
redundant, maps at a site distant from crcZ, downstream
from the mvaB gene (Moreno et al. 2012). Like crcZ, crcY is
transcribed from the CbrB-dependent PcrcY promoter, but
transcripts that originate upstream of mvaB can run into
crcY. This generates a transcript that can be processed to ren-
der sRNA similar in size to the primary CrcY generated from
PcrcY (García-Mauriño et al. 2013). Therefore, CrcY can also
be considered a 3′-UTR ofmvaB. Pseudomonas syringae CrcZ
and CrcX sRNAs are also proposed to arise from two pro-
moters, one recognized by RpoN and the other by a different
FIGURE 9. Overproduction of CrcZ in cells with wild-type, CrcZ-null,
Hfq-null, or Crc-null genetic backgrounds. Plasmid p424-Z, which al-
lows crcZ expression from the IPTG-inducible Ptrc promoter, was intro-
duced into P. putida strains KT2440-Z (ΔcrcZ), KT2440Δhfq (Δhfq), and
KTCRC (a Δcrc derivative of KT2440). Cells were cultured in LB medi-
um with streptomycin and 1 mM IPTG. At mid-exponential phase
(A600, 0.6), cells were collected and total RNA obtained. A wild-type
KT2440 strain lacking plasmid p424-Z was cultured and processed in
parallel. (A) RNA samples were untreated or TEX-treated, and CrcZ
was analyzed by Northern blot as in Figure 4. Lane M shows an RNA
size ladder. (B) The amount of CrcZ in RNA samples from strains bear-
ing plasmid p424-Z, determined by real-time RT-PCR. Values show the
mean ± SD for three independent assays.
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σ factor (Filiatrault et al. 2013). The coexistence of two forms
of these sRNAs, a primary and a processed transcript of very
similar sizes, could thus be common in Pseudomonas.
Nesting a sRNA within a functionally related mRNA, with
which it shares the intrinsic terminator,
allows coupling a protein (a regulator)
and a noncoding function (a sRNA)
into a single expression unit that can be
transferred horizontally to other bacteria
(Miyakoshi et al. 2015).
There is evidence to support the idea
that CrcZ∗ is a functional sRNA, able to
antagonize the effect of Hfq and Crc.
The growth of a ΔcrcZΔcrcY strain that
lacks all forms of CrcZ and CrcY is
strongly impaired when nonpreferred
compounds such as citrate, benzoate,
glucose, or succinate are provided as the
sole carbon source in a minimal salts me-
dium. This growth defect most likely de-
rives from a hyperrepressing effect of the
Hfq and Crc proteins on functions neces-
sary to assimilate these compounds, an
effect that cannot be controlled because
CrcZ/CrcY and their processed variants are absent.
Introduction of a plasmid that produces CrcZ∗, but not
CrcZ, into the ΔcrcZΔcrcY strain partially complemented
the hyperrepressing phenotype, allowing growth on the
FIGURE 10. Half-life of CrcZ produced from plasmid p424-Z in cells with CrcZ-null, Hfq-null, or Crc-null genetic backgrounds. (A−C) P. putida
strains KT2440-Z (ΔcrcZ), KT2440Δhfq (Δhfq), and KTCRC (Δcrc) were cultured in LB medium with streptomycin and 1 mM IPTG. At a turbidity of
0.6 (A600), rifampicin was added to stop transcription. Aliquots were withdrawn at 0, 2, 4, 8, 16, and 32 min post-rifampicin addition, total RNA was
isolated, resolved on a 6% polyacrylamide/7 M urea gel, and CrcZ and 5S rRNA detected by Northern blot with specific probes. Band intensities were
quantified using a ChemiDoc XRS imager and Image Lab software (Bio-Rad). Values obtained for the larger (primary CrcZ transcript) or shorter
bands (processed CrcZ transcript) detected with the CrcZ probe were normalized to those of the 5S rRNA of the corresponding sample. (D,E)
Plots show the values for each time point expressed relative to that at time 0. Processed CrcZ was not detected in the Δhfq strain. Data shown as mean
± SD for three independent assays.
FIGURE 11. Model for the Hfq/Crc/CrcZ regulatory system. See Discussion for details.
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mentioned nonpreferred compounds. This suggests that
CrcZ∗ is functional and can antagonize the inhibitory effect
of Hfq/Crc. Additional evidence that modifications at the
5′-end of CrcZ do not necessarily impair its ability to coun-
teract Hfq/Crc activity derives from the observation that the
individual overproduction of CrcZ or CrcY variants with 62
extra nt at the 5′-end, using an inducible heterologous pro-
moter, reduces Hfq/Crc-dependent CCR in vivo (Moreno
et al. 2012). This suggests that either the unprocessed 62-nt
larger variants or their processed derivatives (see Fig. 9) are
functional.
Although the amounts of CrcZ∗ provided in trans to the
ΔcrcZΔcrcY strain could partially complement the hyperre-
pressing phenotype of this strain, they were not high enough
to reduce the repressing effect of the Hfq/Crc proteins on
benA expression in cells cultured in complete medium, a con-
dition in which the Hfq/Crc-dependent CCR is very strong.
In fact, our results show that under the conditions analyzed,
CrcZ∗ is present at low and constant levels, produced from
the weak and constitutive PcbrB promoter. On the contrary,
the activity of promoter PcrcZ varies over an order of magni-
tude, being highest when cells use a poor carbon source such
as oxaloacetate, and lowest when cells grow in a complete me-
dium such as LB (Valentini et al. 2014). Even in LB medium
promoter, PcrcZ shows some activity and the primary CrcZ is
present, albeit its amounts aremuch lower than when PcrcZ is
fully active (Moreno et al. 2012). The fact that processing of
the cbrB-crcZ RNA generates a sRNA that is almost identical
to CrcZ, and the observation that the processed sRNA is
functional, suggest that it may play some role in helping
CrcZ to antagonize Hfq/CrcZ activity. Since lack of all forms
of CrcZ/CrcY is very detrimental to the cells, we propose that
the processed CrcZ∗ sRNA might help in attaining basal lev-
els of CrcZ/CrcZ∗ that are sufficient to protect the cell from
an excessive Hfq/Crc-dependent repression. In addition,
CrcZ∗ may also help to increase the total output of CrcZ,
making the CrcZ-dependent response faster.
The considerable sequence similarity of CrcZ and CrcY
suggests that CrcY∗ is also functional and could participate
in controlling Hfq/Crc availability. In conditions that do
not require CCR, the amounts of primary CrcZ and CrcY
can increase rapidly by activation of promoters PcrcZ and
PcrcY via the CbrB activator, thereby sequestering the Hfq/
Crc proteins.
CrcZ and CrcY amounts are very low in Crc-null (García-
Mauriño et al. 2013) and Hfq-null strains (this study). The
use of transcriptional fusions to lacZ showed that Crc and
Hfq have indirect influence on PcrcZ and PcrcY promoter ac-
tivity, an effect that could derive from an as yet uncharacter-
ized Hfq/Crc-regulated protein that represses transcription
from these promoters (García-Mauriño et al. 2013). Our re-
sults nonetheless show that Crc and Hfq increase CrcZ stabil-
ity, which adds an additional layer of control that might help
to explain why inactivating the crc or hfq genes greatly reduces
CrcZ and CrcY levels. The observation that Crc and Hfq in-
crease CrcZ stability supports previous proposals that these
proteins form a complex with CrcZ (Sonnleitner and Blasi
2014; Madhushani et al. 2015; Moreno et al. 2015). This
complex might not only control Hfq/Crc availability, but
could also protect CrcZ from degradation by RNases.
Indeed, Hfq was observed to protect several RNAs from
cleavage by RNaseE, consistent with the observation that
Hfq can recognize targets very similar to those of RNase E
(Møller et al. 2002; Folichon et al. 2003; Massé et al. 2003;
Moll et al. 2003; for review, see Saramago et al. 2014). The
half-life of CrcZ, CrcY, and their processed variants is central
to determining the levels of these sRNAs in different growth
conditions.
Combined with previous evidence, our results indicate
that CrcZ abundance in P. putida is controlled by the com-
plex interaction of several elements that ultimately affect
transcription of crcZ, as well as the processing and stability
of the crcZ transcript. Each component affects either the tran-
scription or the stability of other components. The overall
process would be similar for crcY. This complex autoregula-
tion is summarized in Figure 11.
Since Hfq and Crc abundance in P. putida does not appear
to vary greatly in distinct growth conditions (Moreno et al.
2015), one could predict that CrcZ/CrcY would compete
with mRNAs bearing appropriate A-rich motives to bind
available free Hfq/Crc molecules. Efficient transition from a
situation in which Hfq and Crc proteins are bound to
CrcZ/CrcY (no CCR control) to the opposite configuration,
in which most Hfq and Crc proteins are bound to target
mRNAs (strong CCR control), would be determined by the
levels of CrcZ/CrcY and of target mRNAs. Hfq has high affin-
ity for RNA and dissociates slowly, at least in vitro. To move
rapidly among different RNAs, Hfq was proposed to follow
an “active cycling” process, sliding from one RNA to another
in a manner not limited by the slow dissociation rates, but
rather driven by the concentration of free target RNAs
(Wagner 2013). In cells growing in a complex medium
such as LB, which is a mixture of preferred and nonpreferred
carbon sources, PcrcZ and PcrcY promoter activity is low and
CrcZ and CrcY levels are also comparatively low, such that
Hfq/Crc can saturate target mRNAs, inhibiting their transla-
tion. The mRNAs that specify proteins needed for the induc-
tion, uptake, and assimilation of nonpreferred compounds
frequently bear A-rich sites recognized by Hfq (Hernández-
Arranz et al. 2013), and Hfq/Crc can therefore inhibit induc-
tion of these nonpreferred catabolic pathways. Hfq/Crc bind-
ing to these mRNAs would leave CrcZ/CrcY insufficiently
protected and exposed to degradation by RNases. A decrease
in the concentration of preferred compounds would lead to
induction of promoters PcrcZ and PcrcY by the CbrB activa-
tor, increasing levels of CrcZ and CrcY, which also have A-
rich sites. The equilibrium would switch toward a situation
in which mRNAs containing A-rich sites lose Hfq/Crc, and
can therefore be translated, while CrcZ/CrcY would bind to
these proteins and thus be protected from RNases. The final
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configuration of the regulatory system would therefore
depend on the relative levels of the target mRNAs and
CrcZ/CrcY. The outcome of this complex and multilayered
regulation is a rapid response that leads to the hierarchical
regulation by available free Hfq/Crc proteins of several up-
take and assimilation systems for different carbon sources,
thereby organizing the best possible configuration of metab-
olism, which optimizes growth speed.
MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains, culture media, and plasmids
E. coli and P. putida strains were cultured at 37°C and 30°C, respec-
tively. Lysogeny broth (LB; 10 g/L tryptone; 5 g/L yeast extract, 10
g/L NaCl) was used as complete growth medium. M9 minimal salts
medium (Sambrook and Russell 2001) was supplemented with trace
elements (Bauchop and Eldsen 1960), and either 30 mM succinate,
30 mM citrate, 30 mM glucose, or 10 mM benzoate as the carbon
source. When needed, antibiotics were added at the following con-
centrations: kanamycin (50 µg/mL), gentamicin (40 µg/mL), strep-
tomycin (50 µg/mL, or 800 µg/mL when the host strain harbored a
gentamicin-resistance determinant), ampicillin (100 µg/mL). Cell
growth was followed by measuring turbidity at 600 nm.
The P. putida strains used were KT2440 (wild type), KT2442 (a
spontaneous rifampicin-resistant derivative of strain KT2440
(Franklin et al. 1981), MPO401 (KT2442 cbrB::km; García-
Mauriño et al. 2013), KT2442rpoN::Ωkm (Köhler et al. 1989),
KT2440Δhfq (Arce-Rodriguez et al. 2015), KTCRC (KT2440 with
a crc::tet allele; Hernández-Arranz et al. 2013), KT2440-Z (derives
from KT2440 by replacing crcZ with an inactivated crcZ::tet allele;
Moreno et al. 2012), KT2440-ZY (derived from KT2440 and lacks
CrcZ and CrcY sRNAs; La Rosa et al. 2015), PBA1 (derived from
KT2442; bears a PbenA::lacZ transcriptional fusion in the chromo-
some; Moreno et al. 2012), PBA1C (PBA1 with an inactivated crc::tet
allele; Moreno et al. 2012), and PBAZY (PBA1 ΔcrcZΔcrcY; Moreno
et al. 2012).
To search for promoters located upstream of promoter PcrcZ, a
1.7 kb DNA segment containing promoter PcbrB, the complete
cbrB gene, and downstream sequences to nucleotide 118 down-
stream from the cbrB stop codon (excluding PcrcZ sequences and
the CbrB binding site upstream of it), were PCR-amplified using ol-
igonucleotides Fw1 and RV7 (Supplemental Table S1). This DNA
fragment was cloned between the EcoRI and XbaI sites of plasmid
pMP220 to generate a PcrcB-cbrB-lacZ transcriptional fusion; the
plasmid obtained was termed pFW1. Similar plasmids were con-
structed in which this region was progressively deleted from the
5′-end, using oligonucleotides FW2 to FW7 as direct primers for
the PCR reaction (Supplemental Table S1) and RV7 as the reverse
primer; the constructs were termed pFW2, pFW3, pFW4, pFW5,
pFW6, and pFW7.
To generate plasmid p421-Pwt, a DNA region that includes the
cbrB and crcZ genes (including the PcbrB promoter) was PCR-am-
plified from KT2440 chromosomal DNA using the Pfu high-fidelity
DNA polymerase (Promega) and oligonucleotides PcbrBEcoFW1
and CrcZ-XbaI-rv (Supplemental Table S1). The DNA fragment ob-
tained was treated with EcoRI and XbaI and cloned between the
EcoRI and XbaI restriction sites of plasmid pSEVA 421 (Martínez-
García et al. 2015). Plasmid p421-Pmut is a variant of p421-Pwt
in which the GG and GC nucleotides at the consensus −24 and
−12 regions of promoter PcrcZwere modified to CC and TT, respec-
tively. To construct it, the appropriate DNA segment was chemically
synthesized by GeneArt (Thermo Fisher Scientific) and cloned be-
tween the EcoRI and XbaI restriction sites of plasmid pSEVA 421.
Plasmid pPcrcZ (Fonseca et al. 2013), which derives from plasmid
pMP220 (Spaink et al. 1987), contains a PcrcZ-lacZ transcriptional
fusion. Plasmid pPcrcZmut is equivalent to pPcrcZ except that the
GG and GC nucleotides at the consensus −24 and −12 regions of
promoter PcrcZ were modified to CC and TT, respectively. To ob-
tain this plasmid, a DNA segment spanning from the end of cbrB
to the start site of promoter PcrcZ was PCR-amplified from plasmid
p421-Pmut with oligonucleotides PcrcZ-EcoRI and PcrcZ-rv-
BamHI-2 (See Supplemental Table S1); the amplified fragment
was treated with EcoRI and BamHI and cloned between the EcoRI
and BamHI sites of the reporter plasmid pMP220, to generate a
transcriptional fusion to the lacZ indicator gene.
Plasmid p424-Z contains crcZ under the influence of the Ptrc pro-
moter, and allows overproduction of CrcZ sRNA using IPTG as in-
ducer (Moreno et al. 2012). All plasmid constructs were sequenced
and the plasmids transferred to P. putida by electroporation.
Total RNA purification from P. putida
Cells were grown at 30°C in aerated flasks containing LBmedium. At
mid-exponential phase (A600 = 0.6) or at the start of the stationary
phase (A600 = 2.2), samples were collected, harvested by centrifuga-
tion, and frozen at −70°C. RNA was purified from cell pellets with
the RNeasy RNA purification kit (Qiagen). Purified RNA was treat-
ed with RNase-free DNase I (Turbo RNA-free, Ambion). RNA in-
tegrity was analyzed by agarose gel electrophoresis. The absence of
DNA was confirmed by real-time PCR using primers for rpoN or
rpoD (Morales et al. 2006).
Real-time RT-PCR
Real-time RT-PCR assays were performed using total RNA prepara-
tions from three independent cultures (three biological replicas).
RNA was reverse-transcribed into cDNA using the cDNA Archive
kit (Applied Biosystems). Real-time PCR was performed essentially
as described previously (Morales et al. 2006), except that the expres-
sion profile of each gene was analyzed by absolute quantitation using
a standard curve. Standard curves were constructed by serial 10-fold
dilutions from 107 to 103 copies of P. putida genomic DNA obtained
using the G-NOME DNA purification kit (MP Biomedicals). The
primers used are indicated in Supplemental Table S1.
Rapid amplification of cDNA ends (5′ RACE)
5′ RACE analysis was carried out using the Gene Racer Kit (Life
Technologies). Briefly, total RNA obtained as described above was
treated with terminator 5′-phosphate-dependent exonuclease
(TEX). Reactions were terminated by extraction with phenol and
chloroform, followed by ethanol precipitation. RNA samples were
resuspended in water and treated with tobacco acid pyrophospha-
tase (TAP). The GeneRacer RNA oligo was ligated to the RNA 5′
end with T4 RNA ligase and samples were transformed to cDNA us-
ing random hexamers and SuperScript III reverse transcriptase (Life
Hernández-Arranz et al.
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Technologies). To amplify the 5′ RACE product, a PCR reaction was
performed using the GeneRacer 5′ primer and the indicated specific
reverse primer (Supplemental Table S1). PCR products were then
cloned into plasmid pCR4 and transformed into One Shot TOP10
E. coli using a TOPO PCR Cloning kit (Life Technologies). The
junction (point of ligation) between the sequence corresponding
to the RNA oligonucleotide and that of the cDNA 5′-end was deter-
mined by DNA sequencing in 14 independent transformants.
Analysis of CrcZ 5´-end heterogeneity by primer
extension
The oligonucleotide use as primer for the extension reaction, end-
labeled with [γ-32P]ATP and T4 polynucleotide kinase, was CrcZ-
revPE (Supplemental Table S1). RNA was obtained as indicated
above and, where indicated, treated with TEX enzyme, phenolized
and precipitated with ethanol. Treated or untreated RNA (15 µg)
were mixed with 4 pmol of the end-labeled primer and heated
(80°C, 5 min). The oligonucleotide was allowed to anneal to the
RNA by incubation (23°C, 5 min). Primer extension was performed
with 200 U SuperScript III (Promega) at 55°C, as indicated by the
supplier. The extended cDNA products were analyzed by electro-
phoresis on a denaturing 6% urea–polyacrylamide gel, in parallel
with a DNA sequence ladder obtained by chemical sequencing
(Maxam and Gilbert 1980) of a DNA fragment obtained by PCR.
The gel was dried, exposed to a phosphorimager screen and visual-
ized using the Personal Molecular Imager (Bio-Rad).
Assay for β-galactosidase
An overnight culture of the strain of interest was diluted to a ﬁnal
turbidity (A600) of 0.05 in fresh LB medium. Where indicated, 1
mM IPTG or 5 mM benzoate were added to induce transcription
from promoters Ptrc or PbenA, respectively. Cells were allowed to
grow at 30°C with vigorous aeration; aliquots were taken at various
time points; and β-galactosidase activity was measured using as sub-
strate o-nitrophenyl-β-D-galactoside (Miller 1972). Three indepen-
dent assays were performed.
Northern blots
To generate an RNA probe against CrcZ, a 150-bp DNA segment
spanning the central region of CrcZ (the least similar to CrcY)
was PCR amplified using primers CrcZ-HindIII-fw and CrcZ
EcoRI-rv (see Supplemental Table S1), which include restriction
sites for endonucleases HindIII and EcoRI, respectively. The result-
ing DNA fragment was cloned between the HindIII and EcoRI sites
of plasmid pSPT18 (Roche) to obtain pSPT18-Z. The plasmid was
HindIII linearized and used as template for an in vitro transcription
reaction in which the central region of crcZwas transcribed from the
T7 promoter of the vector. Transcription was performed using the
DIG RNA labelling kit (Roche) and T7 RNA polymerase. To gener-
ate a probe against the 5S ribosomal RNA, a DNA fragment corre-
sponding to the gene specifying the 5S RNA was PCR amplified
using primers 5S-HindIII-fw and 5S-EcoRI-rv (Supplemental
Table S1), and the resulting DNA fragment was cloned between
the HindIII and EcoRI sites of plasmid pSPT18 to generate plasmid
pSPT18-5S. This plasmid was linearized with HindIII and used as
template for an in vitro transcription reaction with T7 RNA poly-
merase. as indicated above.
For Northern blots, 5 µg total RNA purified from the indicated
strain, and 60 ng of RNAMolecularWeight Marker III DIG-labelled
(Roche),were resolvedbyelectrophoresis on a6%polyacrylamide gel
containing 7 M urea and transferred to a Nylon Hybond N+ mem-
brane (GE Healthcare Biosciences) with a semi-dry transfer unit
(Trans-blot SD. Bio-Rad; 400 mA, 1 h). Membranes were UV-cross-
linked and hybridized with a mixture of DIG-labeled probes against
CrcZ and 5S (20 ng each). Bands that hybridized to the probes were
detected using the DIG Luminescent Detection Kit (Roche), and sig-
nals were visualized by exposure to Agfa X-ray film. A digoxigenin-
labeled RNA molecular weight marker (Roche) was used as a size
marker.
Where indicated, the RNA was treated with TEX (terminator 5′-
phosphate-dependent exonuclease, Epicentre) prior to Northern
analyses. Briefly, 5 µg total RNA were incubated with 1 U of TEX
(1 h, 30°C) and the reaction terminated by adding 1 µL of 100
mM EDTA (pH 8). Formamide buffer was added and the reaction
was loaded into the 6% polyacrylamide 7 M urea gel.
Determination of CrcZ sRNA stability
P. putida strains KT2440-Z, KTCRC, and KT2440Δhfq containing
plasmid p424-Z were cultured at 30°C in LB medium supplemented
with streptomycin. To induce CrcZ synthesis, IPTG was added to a
final concentration of 1 mM. When cultures reached a turbidity of
0.6 (A600), 0.3 mg/mL rifampicin was added; 10 mL aliquots were
withdrawn at 0, 2, 4, 8, 16, and 32 min and mixed with two volumes
of RNAprotect Reagent (Qiagen). Total RNA was isolated as above
and 10 µg of the RNA obtained were resolved on a 6% polyacryl-
amide/7 M urea gel. The RNA bands were transferred to a nylon
Hybond N+ membrane and detected by Northern blot as above.
Band intensities were quantified using a ChemiDoc XRS imager
and Image Lab software (Bio-Rad). The value obtained for CrcZ
in each sample was normalized to that of the 5S rRNA of the
same sample.
SUPPLEMENTAL MATERIAL
Supplemental material is available for this article.
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Metabolically versatile bacteria use catabolite repression control to select their preferred 3 
carbon sources, thus optimizing carbon metabolism. In pseudomonads, this occurs 4 
through the combined action of the proteins Hfq and Crc, which form stable tripartite 5 
complexes at target mRNAs, inhibiting their translation. The activity of Hfq/Crc is 6 
antagonised by small RNAs of the CrcZ family, the amounts of which vary according to 7 
carbon availability. The present work examines the role of Pseudomonas putida Hfq 8 
protein under conditions of low-level catabolite repression, in which Crc protein would have 9 
a minor role since it is sequestered by CrcZ/CrcY. The results suggest that, under these 10 
conditions, Hfq remains operative and plays an important role in iron homeostasis. In this 11 
scenario, Crc appears to participate indirectly by helping CrcZ/CrcY to control the amount 12 
of free Hfq in the cell. Iron homeostasis in pseudomonads relies on regulatory elements 13 
such as the Fur protein, the PrrF1-F2 sRNAs, and several extracytoplasmic sigma factors. 14 
Our results show that the absence of Hfq is paralleled by a reduction in PrrF1-F2 small 15 
RNAs. Hfq thus provides a regulatory link between iron and carbon metabolism, 16 
coordinating the iron supply to meet the needs of the enzymes operational under particular 17 
nutritional regimes. 18 
 19 
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 1 
Originality-Significance Statement 2 
The Hfq protein is a riboregulator present in many bacterial groups; it controls mRNA 3 
translation by facilitating the annealing between sRNAs and their target mRNAs, or by 4 
forming complexes at the translation initiation regions of mRNAs.  It can influence the 5 
stability of many small RNAs. In pseudomonads, Hfq, together with the regulatory protein 6 
Crc, helps to optimize carbon metabolism via the so-called catabolite repression response. 7 
Hfq and Crc form tripartite ribonucleoprotein complexes at specific target sites, inhibiting 8 
the initiation of translation of affected mRNAs. The activity of Crc/Hfq is antagonised by 9 
small RNAs of the CrcZ family, the amounts of which vary strongly according to carbon 10 
availability. In Pseudomonas aeruginosa, Hfq also influences virulence and quorum 11 
sensing. The present work examines the role of Pseudomonas putida Hfq protein under 12 
conditions of low-level catabolite repression control, under which Crc protein is believed to 13 
play a minor role. The results support the idea that, under conditions in which most Crc 14 
molecules are likely sequestered by CrcZ and CrcY, Hfq still performs important regulatory 15 
functions, implying that a significant amount of fr e Hfq must remain. Indeed, the present 16 
work shows that Hfq participates in the orchestration of iron homeostasis, at least in part 17 
by controlling the levels of PrrF1 and PrrF2 sRNAs. Crc appears to have an indirect role in 18 
controlling the amount of free Hfq, perhaps by facilitating the formation of stable Crc-Hfq-19 
CrcZ/CrcY complexes.  20 
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Introduction 1 
Pseudomonas putida, a Gram-negative bacterium, can colonize different environments 2 
such as soils, the rhizosphere, and aquatic systems (Wu et al., 2011; Udaondo et al., 3 
2016). This is in part due to its capacity to endure many kinds of stress (Martínez-García 4 
and de Lorenzo, 2011; Moreno and Rojo, 2014; Ramos et al., 2015), but also to its ability 5 
to exploit a wide range of carbon sources (Nelson et al., 2002; Belda et al., 2016). These 6 
properties, plus its non-pathogenic status, render P. putida an interesting model organism 7 
of great potential in industrial biotechnology (Poblete-Castro et al., 2012; Nikel et al., 8 
2014). Key to its metabolic versatility is its efficient control of the uptake and metabolism of 9 
nutrients, allowing cells to assimilate many of them in a hierarchical and sequential order; 10 
its metabolism is adjusted to each situation, optimizing energy gains (Shingler, 2003; Rojo, 11 
2010). The global regulatory system instrumental in organizing the most appropriate 12 
metabolic configuration relies on the combined action of the proteins Hfq and Crc, the 13 
CrcZ and CrcY small RNAs (sRNAs), and the CbrA/CbrB two-component system.  14 
 Hfq is a small and abundant RNA-binding protein present in most bacterial species; it 15 
recognizes specific targets in RNAs and has a key role in post-transcriptional gene 16 
regulation. In Escherichia coli, and probably many other bacterial species, Hfq facilitates 17 
the annealing of sRNAs to their target mRNAs, ultimately modulating their translation and 18 
stability (for reviews see Vogel and Luisi, 2011; Wagner and Romby, 2015; Updegrove et 19 
al., 2016). In pseudomonads, the inactivation of the hfq gene results in a general reduction 20 
in physiological performance. In P. putida, a lack of Hfq has consequences on cell 21 
morphology, growth on a number of carbon sources, cell motility, and the regulation of the 22 
stress-related σS sigma factor. In addition, Hfq-deficient cells have lower ATP and NADPH 23 
contents and are more sensitive to oxidative stress and UV light (Arce-Rodríguez et al., 24 
2016). Inactivation of the hfq gene in P. aeruginosa also results in pleiotropic effects that 25 
influence cell motility and growth under anoxic conditions, as well as causing redox 26 
imbalances, altered quorum-sensing responses, and significantly attenuated virulence 27 
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(Sonnleitner et al., 2003; Sonnleitner et al., 2006; Pusic et al., 2016). In pseudomonads, 1 
Hfq assists the annealing of regulatory sRNAs to their target mRNAs (Ferrara et al., 2015), 2 
but part of its regulatory function is performed in cooperation with the Crc (catabolite 3 
repression control) protein, which has been found only in this bacterial group and certain 4 
related genera (reviewed in Rojo, 2010; see also Quiroz-Rocha et al., 2017). Crc is a 5 
global regulator that modulates the expression of many genes, helping to control carbon 6 
metabolism. It acts post-transcriptionally, inhibiting the translation of mRNAs containing an 7 
AAnAAnAA motif close to the ribosome binding site. This motif is initially recognized by 8 
Hfq, the role of Crc being to stabilize Hfq-binding as a tripartite Hfq-RNA-Crc complex 9 
(Moreno et al., 2009b; Sonnleitner et al., 2009; Madhushani et al., 2015; Moreno et al., 10 
2015; Sonnleitner et al., 2017). 11 
The activity of Hfq and Crc is antagonized by the CrcZ and CrcY sRNAs. These 12 
sRNAs are very similar to one another in sequence and contain several A-rich Hfq target 13 
motifs believed to bind and sequester Hfq and Crc to form a Crc-Hfq-CrcZ/Y complex 14 
(Sonnleitner et al., 2009; Moreno et al., 2012; Sonnleitner and Blasi, 2014; Madhushani et 15 
al., 2015; Moreno et al., 2015; Hernández-Arranz et al., 2016). The levels of these two 16 
sRNAs vary greatly depending on growth and/or physiological conditions, being lower 17 
when cells use rich carbon sources that allow for rapid growth, and much higher when 18 
non-preferred carbon sources are used (Valentini et al., 2014, and references cited 19 
above). This presumably allows Hfq/Crc activity to be adapted to cell needs, with 20 
metabolism adjusted accordingly. The amount of CrcZ and CrcY in the cell depends on an 21 
equilibrium between their transcription from promoters PcrcZ and PcrcY respectively, and 22 
their degradation. These promoters are recognized by a form of RNA polymerase bound to 23 
the RpoN sigma factor and require the CbrB transcriptional activator. CbrB is 24 
phosphorylated by CbrA sensor kinase in response to a still unknown signal (Sonnleitner 25 
et al., 2009; Moreno et al., 2012; García-Mauriño et al., 2013). The binding of Hfq and Crc 26 
to CrcZ and CrcY protects them from degradation by RNases (Hernández-Arranz et al., 27 
2016). 28 
Page 5 of 50
Wiley-Blackwell and Society for Applied Microbiology
For Peer Review Only
 6
The inactivation of the crc gene in P. putida and P. aeruginosa results in phenotypes 1 
characterized by an unbalanced metabolism, an altered hierarchy of the uptake and 2 
assimilation of carbon sources, increased antibiotic susceptibility, and reduced fitness 3 
(MacGregor et al., 1992; Moreno et al., 2009a; Linares et al., 2010; Hernández-Arranz et 4 
al., 2013; La Rosa et al., 2014; La Rosa et al., 2015). These phenotypes have also been 5 
observed for an Hfq-null strain, although hfq inactivation has a much more severe effect 6 
than the inactivation of crc. Since many of the Hfq-dependent phenotypes are not seen in 7 
Crc-null strains, but Crc needs Hfq to exert its functioning, it would seem that Hfq can 8 
regulate some genes on its own but needs Crc to control a specific subset of genes. 9 
The aim of the present work was to identify the genes regulated by Hfq but not by 10 
Crc, and to determine the possible function of Hfq and Crc when cells grow using just one 11 
carbon source. This was undertaken by comparing the transcriptome and proteome of Crc-12 
null, Hfq-null and Crc/Hfq-null strains to those of the wild type strain. Cells were cultured in 13 
a mineral salts medium containing succinate as the carbon source. This was used for 14 
several reasons. First, the growth rate of the Crc-null and the Hfq-null strains in this 15 
medium is similar, which facilitates comparison. And second, when P. putida grows at the 16 
expense of succinate as the sole carbon source, the levels of CrcZ and CrcY are relatively 17 
high, and a large proportion of the Hfq/Crc molecules would therefore be sequestered by 18 
these sRNAs (La Rosa et al., 2015). This agrees with P. putida showing only a moderate 19 
preference for succinate as a carbon source (Yuste et al., 1998; Hester et al., 2000; La 20 
Rosa et al., 2015; reviewed in Rojo, 2010). Under these conditions, Crc should be mostly 21 
non-functional, while Hfq ought to remain present at sufficient levels to perform its Crc-22 
independent regulatory functions. The results obtained show that, when cells use 23 
succinate as the sole carbon source, Hfq still regulates genes that are, for the most part, 24 
unrelated to carbon catabolism. Indeed, Hfq was found to have an important role in 25 
controlling iron metabolism. This supports the idea that the CrcZ/Y present in cells growing 26 
on succinate sequester most of the Crc molecules available, but enough Hfq remains to 27 
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control other genes through mechanisms that rely on other sRNAs, such as those involved 1 
in iron homeostasis.  2 
 3 
Results and Discussion 4 
 5 
Inactivation of the crc or hfq genes modifies the expression of a significant number of 6 
genes under the conditions analysed: general view 7 
Earlier work has shown that, although Crc and Hfq are post-transcriptional regulators, their 8 
absence has an important influence on the transcriptome since they inhibit the translation 9 
of mRNAs for several transcriptional regulators as well as for proteins involved in the 10 
uptake of substrates which in turn induce the expression of catabolic pathways 11 
(Sonnleitner et al., 2006; Moreno et al., 2009a; Hernández-Arranz et al., 2013; Grenga et 12 
al., 2017). To gain initial insight into the influence of Hfq and Crc in cells growing in a 13 
minimal salts medium containing succinate as the sole carbon source, the transcriptomic 14 
proﬁle of wild-type P. putida KT2440 was compared to that of its hfq, crc and hfq crc 15 
mutant derivatives. Total RNA was obtained from exponentially growing cells (A600=0.6) 16 
and the transcriptomes analysed by directional RNA-seq deep sequencing. RNAs levels 17 
more than 3-fold (log2 of 1.58) different between the two strains, and for which the false 18 
discovery rate (FDR) was ≤0.01, were considered differentially expressed. With these cut-19 
off values, the inactivation of crc led to changes in the mRNA abundance of 82 genes, 20 
while the lack of hfq affected 179 genes (Supplementary Tables S1 and S2). The 21 
inactivation of both crc and hfq modified the mRNA levels of 301 genes (Table S3). 22 
When comparing the transcriptomes of the mutant strains to that of the wild type, 23 
most of the differentially expressed genes corresponded to either hypothetical proteins or 24 
proteins with an unknown function, or to those involved in the binding and transport of 25 
substrates, regulatory functions, or energy metabolism (Figure S1). In the Crc-null strain, 26 
most of the genes affected had lower mRNA levels than the wild type strain; this was less 27 
pronounced in the Hfq-null strain. 28 
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Unexpectedly, the transcriptome of the Hfq-null strain showed no RNA reads for the 1 
region spanning genes PP_3849 to PP_3920, except for gene PP_3868. This region 2 
corresponds to prophage 1, one of the four prophages identified in this bacterial strain (Wu 3 
et al., 2011; Martínez-García et al., 2015b). PCR amplification using primers specific for 4 
the genes located at one of the ends of the non-expressed phage genes (direct primer 5 
hybridizing at PP_3849, and inverse primer at PP_3850) rendered a clear amplification 6 
signal when using chromosomal DNA from the wild type strain, but not when using DNA 7 
from the Hfq-null strain (Figure S2). A similar result was obtained when using a primer pair 8 
directed towards the genes of the other end of prophage 1 (genes PP_3919 and 9 
PP_3920). This shows that prophage 1 is not present in the Hfq-null strain. The reads 10 
assigned to gene PP_3868, which is located in the central region of the prophage and 11 
codes for a protein with similarity to group II intron-encoding maturases, likely correspond 12 
to any of the seven other genes present in the KT2440 genome that show >97% 13 
nucleotide similarity to PP_3868; these reads were most likely incorrectly assigned to 14 
PP_3868 by the software. In summary, prophage 1 was concluded absent in the Hfq-null 15 
strain.  16 
Although the RNA levels of some genes corresponding to prophages 2 and 3 were 17 
higher in the Hfq-null strain than in the wild type, the changes observed did not pass the 18 
filters set to consider a gene as differentially expressed. However, 11 of the 52 genes 19 
conforming prophage 4 (PP_1532 to PP_1584) were clearly overexpressed in the Hfq-null 20 
strain (Table S2). The altered expression of prophage 4 in the Hfq-null strain, as well as 21 
the absence of prophage 1, suggest that Hfq might affect the regulation of the 22 
lysis/lysogeny decision, either directly or as a consequence of the metabolic stress known 23 
to occur in this mutant strain (Martínez-García et al., 2015b).  24 
Since Hfq and Crc are post-transcriptional regulators, the effect of their absence on 25 
the proteome was also analysed in cells cultured under the same conditions used in the 26 
RNA-seq assays. Proteins were analysed using the iTRAQ procedure (see Experimental 27 
Procedures); only those proteins identified with FDR≤ 0.01 were taken into consideration. 28 
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The relative levels of 1418 proteins for the Crc-null strain, of 1419 for the Hfq-null strain, 1 
and of 1410 for the crc hfq double mutant, were compared to those of the wild type strain. 2 
Proteins with a ≥1.4 fold (log2 of 0.49) change in abundance, and with a q-value of ≤0.05, 3 
were considered differentially expressed. Table S3 summarizes the results obtained. The 4 
expression of 10 proteins was altered in the crc mutant compared to the wild-type strain. In 5 
the hfq mutant, the levels of 54 proteins were affected. In the double mutant, 81 proteins 6 
were differentially expressed. Fifteen of the differentially expressed proteins correspond to 7 
mRNAs containing a putative A-rich Hfq binding site at their 5’ end (Table S3). This 8 
included proteins involved in the uptake and assimilation of amino acids (HmgA, AatJ or 9 
BkdA1) or sugars (Gap-1), the expression of which is known to be regulated by Hfq/Crc 10 
(Hester et al., 2000; Morales et al., 2004; Moreno et al., 2009a). Interestingly, many 11 
proteins differentially expressed in the iTRAQ assays showed no detectable changes in 12 
the RNA-seq assays, which is suggestive of post-transcriptional regulation (for 9 genes in 13 
the crc mutant strain, 46 in the hfq mutant strain, and 61 in the double mutant; Table S3). 14 
 15 
Effect of inactivating the crc gene on the transcriptome and proteome of the cell 16 
 Both the transcriptomic and proteomic assays indicated that, in the minimal medium 17 
with succinate used to culture the cells, the absence of Crc had a significantly smaller 18 
influence than that observed in earlier reports in which cells had been cultured in LB 19 
complete medium (Moreno et al., 2009a). This is consistent with the observation that the 20 
amount of CrcZ+CrcY present in cells growing exponentially in M9 medium with succinate 21 
is more than 7 fold that seen in cells cultured in LB medium (La Rosa et al., 2015). This 22 
suggests that when cells grow in M9 succinate medium there is less Crc and/or Hfq 23 
available to control gene expression than in LB medium. In addition, a large proportion of 24 
the genes actively regulated by Crc/Hfq in cells cultured in LB were not induced in the 25 
succinate medium, or expressed at very low levels, as might be expected for a metabolism 26 
in which succinate is the sole carbon source.  27 
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It is worth noting, however, that many of the genes for which expression changed 1 
when Crc was lacking appeared not to be influenced by the absence of Hfq. Only 30 out of 2 
the 179 genes regulated by Hfq also showed a change in the Crc-null strain (Fig. 1). At 3 
first glance this is surprising since, if Crc strictly needs Hfq to exert its regulatory function 4 
(as is believed), it might be argued that all genes that are differentially expressed by the 5 
absence of Crc should also show altered expression in the Hfq-null strain. However, it 6 
should be taken into account that with the M9 succinate medium used, the amount of Hfq 7 
and Crc trapped by CrcZ/CrcY is very great, and if Crc is absent, the complexes formed by 8 
Hfq with these two sRNAs would be unstable (Moreno et al., 2015; Sonnleitner et al., 9 
2017). In addition, inactivation of the crc gene leads to a strong decrease in CrcZ and 10 
CrcY levels (García-Mauriño et al., 2013; Hernández-Arranz et al., 2016). Thus, the Crc-11 
null strain would have significantly larger amounts of free Hfq protein than the wild type 12 
strain. Since Hfq can regulate genes in a Crc-independent manner, for example by 13 
facilitating the annealing of sRNAs to target mRNAs, the larger amounts of free Hfq 14 
present in the Crc-null strain might impact the expression of several genes that would 15 
otherwise not be regulated by Hfq in the wild type strain. An alternative explanation for the 16 
existence of genes deregulated in the Crc-null strain, but not in the Hfq-null strain, is that 17 
Crc might also exert a regulatory function with the aid of a protein other than Hfq. Although 18 
there is currently no direct evidence for this, it would help explain the unexpected 19 
observation that the number of differentially expressed genes in the double mutant (301 20 
genes in the RNA-seq assays) was greater than that seen in the Hfq-null strain (179 21 
genes). If Crc strictly needs Hfq for RNA binding, the number of genes affected in the Hfq-22 
null strain ought to be similar to that of the double mutant.  23 
The changes in RNA levels detected in the Crc-null strain were, in most cases, 24 
small, and the affected genes generally not grouped into operons (Table S1). The possible 25 
differential expression of 16 of these genes was also analysed by real-time RT-PCR, 26 
which in only 10 cases revealed a change of greater than 2-fold (Table S5). The proteomic 27 
assays detected changes in only 10 proteins, half of them ribosomal. This agrees with Crc 28 
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playing a minor role under the conditions tested. It is worth noting, however, that the RNA 1 
levels for 16 genes involved in iron homeostasis showed a clear reduction in the Crc-null 2 
strain (Fig 2B). This was confirmed by real-time RT-PCR in the three cases tested, 3 
although the fold-change values recorded were lower than those seen in the RNA-seq 4 
assays (Table S5). Since the expression of all these genes was also affected by the 5 
absence of Hfq, these results are discussed below with those for the latter protein. 6 
Among the genes for which RNA levels increased in the absence of Crc were those 7 
for the high affinity transport system for succinate and fumarate, dctPQM. The expression 8 
of these genes is known to be repressed post-transcriptionally by Crc in both P. putida (La 9 
Rosa et al., 2015) and P. aeruginosa (Valentini and Lapouge, 2013). In fact, both P. putida 10 
dctP and dctM contain clear Hfq/Crc binding sites at their translation initiation regions. With 11 
the filters used here, only dctM appeared to be regulated by Crc (RNA levels were three 12 
times those recorded for the Crc-null strain; P<0.008), although less restrictive filtering 13 
showed dctP and dctQ mRNA levels to be somewhat higher in the Crc-null strain (1.9-fold, 14 
for dctP, and 1.8-fold, for dctQ. The DctPQM transport system plays a major role at 15 
micromolar concentrations of succinate, although at the millimolar concentrations used 16 
here, succinate uptake also occurs through the DctA transporter, the expression of which 17 
is not repressed but rather stimulated indirectly by Crc in P. aeruginosa (Valentini and 18 
Lapouge, 2013). In P. putida, the expression of dctA appears to be independent of Crc (La 19 
Rosa et al., 2015; this work).  20 
 21 
Effect of inactivating the hfq gene on the transcriptome and proteome: iron homeostasis 22 
Of the 179 genes for which mRNA levels were altered in the Hfq-null strain, 77 23 
corresponded to prophages, hypothetical proteins, or genes of unknown function. Among 24 
the remaining 102 genes, 41 were related to iron metabolism, 21 were involved in the 25 
transport and metabolism of amino acids, acetoin or other compounds, 13 corresponded to 26 
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different components of the electron transport chain, 6 were related to cellular stress, while 1 
the rest were associated to diverse functions.  2 
Expression of the genes corresponding to the terminal oxidases Cbb3-1 and Aa3 of 3 
the electron transport chain all showed reduced expression in the Hfq-null strain. P. putida 4 
has a branched electron transport chain with multiple terminal oxidases, the relative 5 
proportion of which vary according to environmental and physiological conditions (Ugidos 6 
et al., 2008; Sevilla et al., 2013). The altered expression of Cbb3-1 and Aa3 terminal 7 
oxidases is therefore likely related to an adjustment in the configuration of the electron 8 
transport chain to meet the energy demands of the mutant strain. In the light of the general 9 
effects on the cell caused by the lack of Hfq, some adjustments in metabolism might be 10 
expected. This would explain the altered expression of the genes corresponding to porins 11 
and the catabolism of acetoin and amino acids. However, the large number of genes 12 
involved in iron homeostasis that showed an altered expression in the strain lacking Hfq 13 
indicates that this protein plays an important role in iron metabolism. This was analysed in 14 
further detail. 15 
Iron acts as an essential cofactor for many enzymes involved in carbon assimilation 16 
and energy metabolism. Although abundant in soils, under aerobic conditions iron is 17 
primarily present in its oxidized form, Fe(III), which is very insoluble in water. 18 
Pseudomonads have elaborate iron uptake systems and secrete siderophores with high-19 
affinity for Fe(III) (reviewed in Cornelis, 2010; Schalk and Guillon, 2013). Once Fe(III) has 20 
formed a complex with either a heme or an iron-siderophore (such as pyoverdine), it binds 21 
to a specific outer membrane receptor with a gate on its periplasmic side. This gate opens 22 
upon interaction with the TonB protein which, together with the ExbB and ExbD proteins, 23 
transmits the energy needed to open the gate. The ferrisiderophore thus gains access to 24 
the periplasm and, with the help of a periplasmic binding protein, is taken by a transporter 25 
to the cytoplasm. Here, Fe(III) is reduced to Fe(II) and incorporated into iron-containing 26 
proteins. The siderophore is either degraded or recycled. 27 
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Although essential for life, iron can be toxic if present in excessive amounts. Thus, 1 
the expression of the genes involved in iron uptake is regulated according to the 2 
cytoplasmic concentration of Fe(II). This primarily involves the Fur repressor, a number of 3 
sigma and anti-sigma factors, and two small RNAs (PrrF1 and PrrF2). The mechanisms 4 
entailed have been mostly studied in P. aeruginosa, but the key features (though perhaps 5 
not the details) are likely conserved in P. putida (reviewed in Cornelis et al., 2009; Llamas 6 
et al., 2014). When the intracellular concentration of Fe(II) is sufficiently high, it binds to 7 
the Fur protein, and the Fur-Fe(II) complex binds to DNA at sites containing the so-called 8 
Fur boxes. This represses the transcription of several genes involved in iron acquisition, 9 
such as those coding for the iron-starvation extra-cytoplasmic function (ECF) sigma factors 10 
and the TonB-dependent transporters of ferrisiderophores. The consequence is a 11 
reduction of iron uptake, limiting its toxicity. The iron-starvation ECF sigma factors are 12 
required to direct the RNA polymerase to specific genes involved in iron uptake and 13 
homeostasis. As well as being controlled by Fur, their activity is also influenced by a 14 
specific anti-sigma factor that binds to the ECF sigma and prevents its interaction with the 15 
RNA polymerase core. Fur-Fe(II) also represses the transcription of the PrrF1 and PrrF2 16 
sRNAs, which in turn inhibit the expression of several genes coding for proteins that 17 
contain iron, such as succinate dehydrogenase (sdh) and superoxide dismutase (sodB) 18 
(Wilderman et al., 2004). Thus, under iron-sufficient conditions, Fur indirectly activates the 19 
expression of iron-containing proteins. 20 
When iron becomes limiting, Fur detaches from DNA and repression is relieved, 21 
allowing the production of iron uptake system molecules such as pyoverdine, the iron-22 
starvation ECF sigma factors, and PrrF1 and PrrF2 sRNAs. These sRNAs reduce the 23 
production of iron-containing proteins, helping to modify the enzyme load of the cell 24 
towards a configuration requiring less iron. The secretion of pyoverdine allows for Fe(III) 25 
scavenging. In addition, upon transport of the ferripyoverdine complex through the outer 26 
membrane receptor, a signal is transduced to the periplasmic domain of an anti-sigma 27 
factor that is transmitted to its cytoplasmic domain. This causes the release of the 28 
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sequestered ECF sigma that can then bind the RNA polymerase core and direct it to 1 
transcribe the iron-starvation genes. P. putida KT2440 contains 13 ECF sigma factors 2 
presumably involved in iron acquisition, as well as 11 putative anti-sigma factors, the 3 
genes for which map adjacent to those coding for the ECF sigma factors (Martínez-Bueno 4 
et al., 2002). For 12 of the above sigma factors, the sigma/anti-sigma gene cluster also 5 
includes a gene coding for a ferric siderophore receptor or a heme receptor.  6 
P. putida KT2440 produces pyoverdine, a high affinity siderophore; there is no 7 
evidence to suggest it produces any other (Matthijs et al., 2009). The inactivation of hfq led 8 
to a reduction in the mRNA levels of several genes believed involved in the synthesis and 9 
export of pyoverdine.  Reductions were also seen for those representing the gene cluster 10 
PP_3798 to PP_3804, which codes for a cation ABC transporter and other membrane 11 
proteins (Fig. 2 and Table S2). Expression of the genes for the iron-storage protein 12 
bacterioferritin were reduced as well. Real-time RT-PCR analysis for some of these genes 13 
confirmed this reduction (see Table S5), and showed that the mRNA levels of some 14 
neighbour genes that did not show up in the RNA-seq assays either decreased (PP_3797, 15 
fpvA, PP_4245) or increased (pvdS). In contrast, the Hfq-deficient strain showed increased 16 
expression of several genes involved in the uptake of siderophores, such as those for 17 
several TonB-dependent ferric siderophore receptors, seven iron-related ECF sigma 18 
factors and their adjacent anti-sigmas, and the exbB-exbD-tonB genes that code for the 19 
TonB energy transducing system, which provides the energy required for the uptake of 20 
siderophores (Tables S2, S3 and S5; Fig. 2). The precise substrate specificity of each of 21 
these siderophore receptors is unknown, but they might interact either with different 22 
pyoverdine variants or with pyoverdines produced by other bacteria (Schalk, 2008). The 23 
precise genes controlled by each of the different ECF-sigma factors upregulated in the 24 
Hfq-null strain are not known either, although those coding for ECF-2, ECF-5, ECF-7, 25 
ECF-9, ECF-15 and ECF-19 are followed by genes that code for a ferric siderophore 26 
receptor or a haem receptor (Martínez-Bueno et al., 2002). The gene for ECF-16, which 27 
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was also upregulated in the present assays, is associated with a gene coding for a 1 
probable efflux system of unknown function. 2 
Interestingly, the ECF-4 sigma factor, also known as PvdS or PfrI, showed elevated 3 
expression in the Hfq-null strain, as demonstrated by real-time RT-PCR (Table S5). 4 
However, both the RNA-seq and real-time RT-PCR assays indicated that its expression 5 
was very low, consistent with earlier reports showing that, in P. aeruginosa, PvdS 6 
expression is undetectable under iron-rich conditions such as those used here to culture 7 
the cells for the RNA-seq assays (Tiburzi et al., 2008). PvdS directs the expression of 8 
many genes involved in the synthesis of pyoverdine in Pseudomonas syringae, P. 9 
aeruginosa, and presumably in P. putida as well (Visca et al., 2002; Swingle et al., 2008; 10 
Edgar et al., 2017), including many of those for which the mRNA levels decreased upon 11 
inactivation of hfq. The increase detected in pvdS mRNA in the P. putida Hfq-null strain did 12 
not result in any greater expression of the pyoverdine-related genes under iron-replete 13 
conditions; it may be that the PvdS concentrations achieved were too low to efficiently 14 
compete for the RNA polymerase core. In P. syringae, the sequence motif that PvdS 15 
recognizes at cognate promoters has been determined, and reveals the PvdS regulon to 16 
include many genes involved in pyoverdine synthesis (Swingle et al., 2008). Some, but not 17 
all, of the equivalent pyoverdine synthesis genes in P. putida have similar PvdS boxes 18 
(Swingle et al., 2008). Thus, the regulation of these genes in these two Pseudomonas 19 
species may show some differences.  20 
Finally, it is worth noting that several of the genes related to iron acquisition for which 21 
expression decreased in the Hfq-null strain, showed a similar behaviour in the Crc-null 22 
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Influence of Hfq and Crc on the production of pyoverdine under iron-limiting and iron-1 
replete conditions 2 
For the RNA-seq assays, the cells were cultured in minimal salts medium supplemented 3 
with a mixture of cations, including iron; this has been used by many research groups to 4 
study P. putida. The iron concentration of this medium, as measured by inductively 5 
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), was found to be 84.5 ± 2.6 µM. This is a 6 
non-limiting concentration that allows for efficient growth (Molina et al., 2005). Since the 7 
lack of Crc/Hfq led to the reduced expression of many genes related to pyoverdine 8 
synthesis under these iron-replete conditions, experiments were performed to determine 9 
whether Crc or Hfq had any impact on the amount of pyoverdine produced under high 10 
(84.5 µM) or low (0.3 µM) iron concentrations. To this end, cells were cultured in M9 11 
succinate medium containing either 84.5 or 0.3 µM iron in black, clear-bottomed microtiter 12 
plates, and the amount of pyoverdine produced followed by measuring fluorescence over 13 
time at 30°C. Growth (A600) was also monitored to normalize the fluorescence values to the 14 
number of cells present. Both the wild type and the Crc-null strain produced a strong 15 
fluorescence signal when cultured under iron-limiting conditions (Fig. 3A,B; continuous 16 
lines). The signal detected was very low when iron was present in excess (Fig. 3A,B; 17 
dashed lines). Under iron-replete conditions, the fluorescence signal recorded for the wild 18 
type and Crc-null strains was essentially the same (Fig. 3B). This indicates that the lesser 19 
expression of the pyoverdine production genes detected by the RNA-seq in the Crc-null 20 
strain is insufficient to generate a visible phenotype. The Hfq-null strain behaved 21 
differently. Under iron limiting conditions, the lack of Hfq led to a strong reduction in 22 
fluorescence (Fig. 3A), suggesting that pyoverdine production was much reduced 23 
compared to the wild type strain. At high iron concentrations, the lack of Hfq also reduced 24 
fluorescence production (Fig. 3B). PVD production was restored upon introduction into 25 
strain KT2440∆hfq of a plasmid bearing a wild type hfq gene (plasmid pHFQ, see Fig. 3C). 26 
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Similar results were obtained when pyoverdine production was assayed in agar 1 
plates containing increasing concentrations of 2,2’-dipirydyl, a compound that chelates iron 2 
leading to iron deprivation (Watson et al., 2010). Under high iron conditions, neither the 3 
wild type nor the mutant strains tested produced pyoverdine at detectable levels. However, 4 
the addition of 1.2 mM 2,2’-dipirydyl led to the secretion of the yellow/green pigment 5 
characteristic of pyoverdine. This was much more abundant in the wild type and Crc-null 6 
strains than in the Hfq-null strains (Fig. 3D). At higher 2,2’-dipirydyl concentrations, the 7 
Hfq-deficient strains started to die off, presumably because they were unable to scavenge 8 
enough iron from the medium. The wild type and Crc-null strains, in contrast, still produced 9 
pyoverdine and survived (not shown).  10 
Overall, the present results indicate that when Hfq is lacking, less pyoverdine is 11 
produced than in the wild type strain. Even so, the absence of Hfq had little effect on the 12 
intracellular iron concentration, as measured by ICP-MS, either under high or low iron 13 
conditions (Fig. 4). Indeed, the cells were able to accumulate iron intracellularly at 14 
concentrations higher than those present in the growth medium. The ability to accumulate 15 
iron has also been observed in P. aeruginosa (Cunrath et al., 2016). It seems, therefore, 16 
that the cells manage to counteract the lower pyoverdine levels produced when Hfq is 17 
lacking by increasing the expression of pyoverdine receptors, iron-scavenging ECF sigma 18 
factors, and the exbB-exbD-tonB energy transducing system (Fig. 2). This strategy 19 
probably helps them scavenge enough iron to maintain intracellular concentrations similar 20 
to those seen in the wild type. 21 
The precise mechanism by which the absence of Hfq leads to a reduction in 22 
pyoverdine production is currently unclear, but it might be due to a combination of factors. 23 
One of these might be related to the IscR global regulator. In many bacteria, including E. 24 
coli and pseudomonads, the isc genes are involved in the maturation of iron-sulphur 25 
clusters, which are key components of the active centres of many enzymes. In E. coli, the 26 
expression of the isc genes is repressed by the IscR transcriptional regulator in response 27 
to high levels of these clusters (Schwartz et al., 2001), as well as by the iron-responsive 28 
Page 17 of 50
Wiley-Blackwell and Society for Applied Microbiology
For Peer Review Only
 18
sRNA rhyB (Desnoyers et al., 2009). Interestingly, the increased expression of IscR in P. 1 
aeruginosa carrying a multicopy plasmid increases the total iron content of the cells and 2 
reduces siderophore production (Romsang et al., 2014). In the present work, the mRNA 3 
levels of iscR (PP_0841) in the P. putida Hfq/Crc-null strain were >5-fold higher than in the 4 
wild type strain (Table S3). In the Hfq-null strain a 2.96-fold increase was detected 5 
(FDR<10-6), value that is just below the fold-change filter imposed, precluding the gene 6 
from the list of those upregulated. It is likely, therefore, that the increase in the IscR 7 
concentration that occurs when Hfq is lacking leads to a concomitant reduction in 8 
pyoverdine production. This did not lead to a reduction in the iron content of the cells 9 
since, presumably, the reduction in pyoverdine production is compensated by increasing 10 
the expression of different ferric siderophore receptors, as well as that of the 11 
ExbB/ExbD/TonB energy transducing system. This would allow for a more efficient uptake 12 
of the pyoverdine available (see Fig. 2).  13 
 14 
Influence of Hfq/Crc on the expression and levels of the PrrF1 and PrrF2 sRNAs 15 
As mentioned above, the PrrF1 and PrrF2 sRNAs participate in maintaining iron 16 
homeostasis in P. aeruginosa. These have a role similar to that of E. coli RhyB sRNA, 17 
which acts by pairing to complementary regions in target mRNAs, inhibiting their 18 
translation and triggering their degradation by RNases (Masse and Gottesman, 2002; 19 
Massé et al., 2003; Geissmann and Touati, 2004). The E. coli Hfq protein binds to RhyB, 20 
facilitating its pairing to target mRNAs and preventing its degradation by RNases (Massé 21 
et al., 2003). In P. aeruginosa, the genes coding for PrrF1 and PrrF2 are located in 22 
tandem, and can be transcribed either as two independent sRNAs or as a single larger 23 
sRNA named PrrH (Wilderman et al., 2004; Oglesby-Sherrouse and Vasil, 2010). The 24 
expression of these sRNAs is repressed by Fur in the presence of high iron 25 
concentrations. Genes such as sdhABCD (succinate dehydrogenase), bfrB (bacterioferritin 26 
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B) and katA (catalase) have been proposed regulated by PrrF1 and PrrF2 (Wilderman et 1 
al., 2004).  2 
PrrF1 and PrrF2 have also been localized in P. putida, although they are not located 3 
in tandem; PrrH is not, therefore, produced in this species (Wilderman et al., 2004; 4 
D'Arrigo et al., 2016). A detailed characterization of their regulation and influence in P. 5 
putida has been lacking. The precise 5’-ends of P. putida PrrF1 and PrrF2 were 6 
determined by primer extension assays (Fig. 5). The start of PrrF1 was found to be 15 nt 7 
downstream of that proposed earlier on the basis of RNA-seq analyses (D'Arrigo et al., 8 
2016), while the 5’-end of PrrF2 was found 67 nt downstream of that previously proposed. 9 
The start sites were clearly preceded by consensus sequences for σ70-RNA polymerase in 10 
the -35 and -10 regions of both promoters. The use of the Virtual Footprint tool 11 
(http://www.prodoric.de/vfp/; Münch et al., 2005) predicted the presence of a Fur box in 12 
both promoters, overlapping the -10 consensus region (Fig. 5). The sequence similarity of 13 
these putative Fur boxes to the 19 nt consensus described for Gram negative bacteria 14 
(Escolar et al., 1999) was 12 out of 19 positions for PprrF1, and 13 out of 19 for PprrF2. Both 15 
Fur boxes were 15 out of 19 bp identical to the respective ones in P. aeruginosa (Fig. S3). 16 
This suggests that Fur might regulate the expression of these two promoters according to 17 
iron availability, as proposed for P. aeruginosa (Wilderman et al., 2004). The end of the 18 
two sRNAs was sought by combining the reported approximate size of these sRNAs 19 
(D'Arrigo et al., 2016) with the output obtained from the ARNold software tool, which finds 20 
Rho-independent terminators (http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/). This suggested 21 
that the two sRNAs are very similar in size (PrrF1, ~116 nt; PrrF2, ~114 nt; see Fig. 5) and 22 
that they share extensive nucleotide similarity (80%).  23 
A Northern blot assay using probes directed towards PrrF1 or PrrF2 rendered (in 24 
both cases) a single band of the expected size when using RNA obtained from cells 25 
cultured under low iron conditions. When iron was plentiful the band was clearly less 26 
intense (Fig 6A,B). The pattern was similar for both sRNAs. The intensity of the bands was 27 
quantified in three independent assays using the PrrF2 probe which, due to its extensive 28 
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similarity to PrrF1, likely hybridizes with both sRNAs. In the wild type strain, the transcript 1 
detected was at least 4-fold less abundant when iron was in excess (P<0.005; Fig. 6C). 2 
Similar assays performed with the Crc-null, Hfq-null and Crc-Hfq-null strains showed that 3 
the absence of Crc had no influence on the abundance of PrrF1-F2, while the absence of 4 
Hfq led to a significant reduction in the sRNAs under low iron conditions (Fig. 6C). This 5 
suggests that Hfq affects the transcription or the stability of these sRNAs.  6 
The possible influence of iron and Hfq on the activity of promoters PPrrF1 and/or PPrrF2 7 
was analysed using transcriptional fusions involving the lacZ reporter gene. When cells 8 
were cultivated in aerated flasks containing M9 succinate medium, the activity of promoter 9 
PPrrF1 was greater under iron-limiting (0.3 µM) than under iron-replete (84.5 µM) conditions, 10 
although the difference was small (Fig. 7A). The influence of iron on the activity of 11 
promoter PPrrF2 was much more pronounced (Fig. 7B). In fact, at mid-exponential phase 12 
and under high iron conditions, the activity of PPrrF2 was about 6-fold lower than that of 13 
PPrrF1, a difference that decreased to only 2-fold when iron was lacking. Therefore, 14 
promoter PPrrF2 is strongly repressed in the presence of iron, while the response of PPrrF1 to 15 
iron is much less strong. This suggests that the latter promoter might respond to other, 16 
unknown signals.  17 
The inactivation of the crc and/or hfq genes had no influence on the activity of 18 
promoters PPrrF1 and PPrrF2 (Fig. 7C,D). This is in line with the observation that the 19 
inactivation of crc or hfq did not affect the amounts of Fur protein present (according to the 20 
iTRAQ assays), or the amount of iron in the cells (Fig. 4). Therefore, the smaller amounts 21 
of PrrF1 and PrrF2 sRNAs observed in the Hfq-null strain suggest that these sRNAs may 22 
be less stable when Hfq is lacking, presumably because Hfq can bind to and protect them 23 
from RNases. The low abundance of these sRNAs in the Hfq-null strain prevented their 24 
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Catabolite repression in pseudomonads mainly relies on the ability of Crc and Hfq to form 3 
stable tripartite complexes at target mRNAs, inhibiting their translation (Moreno et al., 4 
2009b; Madhushani et al., 2015; Moreno et al., 2015; Sonnleitner et al., 2017). However, 5 
the results presented here support the view that these proteins participate in other, 6 
important regulatory processes, such as iron homeostasis, following a different strategy. In 7 
iron homeostasis, Hfq is the main protagonist, the function of Crc being to facilitate control 8 
of the amount of free Hfq in the cell. Crc can perform this task by being instrumental in the 9 
formation of stable Crc-Hfq-RNA complexes with the regulatory CrcZ and CrcY sRNAs, as 10 
well as in the production of these sRNAs. The results presented suggest that when most 11 
Crc molecules are sequestered by CrcZ/CrcY, a significant amount of free Hfq remains to 12 
perform its role as a riboregulator, most likely acting on a range of sRNAs. It should be 13 
recalled that the total amount of Crc and Hfq (free molecules plus those sequestered by 14 
CrcZ/CrcY) varies little under different physiological conditions, while that of CrcZ and 15 
CrcY changes substantially (Sonnleitner et al., 2006; Sonnleitner et al., 2009; Moreno et 16 
al., 2015).  17 
 Iron homeostasis in Pseudomonas relies on a number of regulatory elements, with 18 
the PrrF1 and PrrF2 sRNAs playing a key role (reviewed in Cornelis et al., 2009; Llamas et 19 
al., 2014). The present finding that the levels of these sRNAs decrease significantly in a 20 
mutant strain lacking Hfq suggests that at least part of the influence of Hfq on iron 21 
homeostasis derives from its ability to control the levels of these sRNAs, probably by 22 
protecting them from degradation by RNases. Certainly, the stability of the E. coli RyhB 23 
sRNA, which has a role similar to that of the PrrF1-F2 sRNAs, is compromised when Hfq is 24 
lacking (Massé et al., 2003). However, Hfq would also influence other elements of iron 25 
metabolism in Pseudomonas, for example the levels of the IscR regulator, as discussed 26 
above.  27 
Page 21 of 50
Wiley-Blackwell and Society for Applied Microbiology
For Peer Review Only
 22
The presence of a link between iron and carbon metabolism makes sense since 1 
several key enzymes involved in the assimilation of carbon compounds require iron as 2 
cofactor. In particular, succinate dehydrogenase, a key enzyme in the assimilation of 3 
succinate (the carbon source used in this work), is a multimeric complex that contains 4 
three iron-sulphur clusters ([2Fe-2S], [4Fe-4S], and [3Fe-4S]) and a heme cofactor. It 5 
therefore has significant iron demands. In addition, it has long been known that the amount 6 
of siderophores produced by pseudomonads varies according to the carbon source used, 7 
which likely reflects the iron needs of the enzymes required by the cell to assimilate the 8 
carbon available (Hohnadel and Meyer, 1986). The participation of Hfq in iron 9 
homeostasis, together with its reported influence on stress tolerance, catabolite repression 10 
and quorum sensing (Sonnleitner et al., 2006; Sonnleitner and Blasi, 2014; Moreno et al., 11 
2015; Arce-Rodríguez et al., 2016), highlights the importance of this riboregulator in the 12 
fine-tuning of cell physiology in pseudomonads. 13 
 14 
 15 
Experimental procedures  16 
Bacterial strains and culture media 17 
The strains used in this work were E. coli DH5α (Woodcock et al., 1989), E. coli HB101 18 
(pRK600) (Kessler et al., 1992), P. putida KT2440 (Franklin et al., 1981), P. putida 19 
KT2440Δhfq (Arce-Rodríguez et al., 2016), P. putida KTVC (a crc::aacC1 derivative of 20 
strain KT2440; this work), and the double mutant P. putida KTHC (KT2440Δhfq 21 
crc::aacC1; this work). P. putida KTVC and KTHC were derived from P. putida KT2440 22 
and KT2440Δhfq respectively; the crc gene was replaced by an inactive crc::aacC1 via 23 
allele-by-allele exchange using plasmid pCRC10Gm (Moreno et al., 2007). E. coli strains 24 
were grown at 37°C and P. putida strains at 30ºC. Cells were cultivated in complete LB 25 
medium (10 g/L tryptone, 5 g/L yeast extract, 10 g/L NaCl) or in M9 minimal salts medium 26 
(Sambrook and Russell, 2001) supplemented with trace elements (Bauchop and Eldsen, 27 
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1960) plus 30 mM succinate as the carbon source. Iron-limited growth media were based 1 
on M9 medium, replacing the Fe2SO4 for (NH4)2SO4 at the same molar concentration. 2 
When needed, antibiotics were added at the following concentrations: kanamycin 50 3 
µg/mL, gentamicin 40 µg/mL, ampicillin 100 µg/mL. Cell growth was monitored by 4 
measuring turbidity at 600 nm. 5 
 6 
Plasmids 7 
To complement the ∆hfq mutation in trans, a 669 bp DNA fragment including the hfq 8 
gene and its own promoter was PCR amplified from P. putida KT2440 chromosome using 9 
oligonucleotides HfqComp-few-EcoRI and HfqComp-rv-HindIII (Table S1), and cloned into 10 
plasmid pGEM-T Easy (Promega). The insert was excised with NotI and introduced at the 11 
NotI site of plasmid pSEVA421 (Martínez-García et al., 2015a), obtaining plasmid pHFQ. 12 
After checking the integrity of the hfq sequence by DNA sequencing, plasmid pHFQ was 13 
introduced into P. putida strain KT2440∆hfq. 14 
To obtain transcriptional fusions of promoters PprrF1 and PprrF2 to the lacZ reporter 15 
gene, 159 bp and 292 bp DNA fragments containing, respectively, the promoters for the 16 
prrF1 and prrF2 genes, were PCR-amplified using P. putida KT2440 genomic DNA as a 17 
template and the oligonucleotide pairs PprrF1-fw and PprrF1-rv, or PprrF2-fw PprrF2B-rv 18 
(Table S1). These DNA fragments were cloned between the HindIII and BamHI sites of 19 
plasmid pSEVA225 (Martínez-García et al., 2015a) to generate a transcriptional fusion to 20 
the lacZ reporter gene. The plasmids obtained, named pPprrF1 and pPprrF2, respectively, 21 
were transformed into P. putida KT2440 and its by-products KT2440∆hfq, KTVC and 22 
KTHC. 23 
 24 
RNA purification 25 
To obtain total RNA for use in real-time RT-PCR assays, cells were grown at 30ºC in 26 
aerated flasks in M9 minimal salts medium containing 30 mM succinate as the carbon 27 
source. At mid-exponential phase (A600=0.6), 20 ml samples were collected, harvested by 28 
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centrifugation, and frozen at -70ºC. Total RNA was purified from cell pellets using the 1 
RNeasy RNA purification kit (QIAGEN). Purified RNA was treated with RNase-free DNase 2 
I (TURBO DNA-free, Ambion), as indicated by the manufacturer. RNA integrity was 3 
analysed by agarose gel electrophoresis.  The absence of DNA in the RNA preparations 4 
was tested by real-time PCR using primers for rpoN (Morales et al., 2006). Since this 5 
method is of no use for RNAs smaller than 300–400 bp, an alternative procedure was 6 
used when sRNAs were the targets of analysis. The cells were collected by centrifugation 7 
from 40 ml of culture and RNA purification then performed using the TRIzol Max Bacterial 8 
Isolation Kit (Ambion), following the manufacturer’s instructions. 9 
 10 
Real-time RT-PCR 11 
For real-time RT-PCR assays, RNA preparations obtained from three independent cultures 12 
(three biological replicas) were used. RNA was transformed into cDNA using the cDNA 13 
Archive Kit (Applied Biosystems). Real-time PCR was performed as previously described 14 
(Morales et al., 2006; Moreno et al., 2010) using the 2-∆∆Ct method (Livak and Schmittgen, 15 
2001) and the primers listed in Table S1. The r sults were normalized relative to those 16 
obtained for the rpoN gene, the expression of which remains constant throughout the 17 
growth curve under a range of growth conditions (Cases et al., 1996; Yuste et al., 2006). 18 
 19 
RNA-seq assays 20 
P. putida strains KT2440, KT2440Δhfq, KTVC, and the double mutant KTHC, were 21 
cultured in M9 minimal salts medium containing succinate as the carbon source to a 22 
turbidity of 0.6. Cells were collected by centrifugation at 4°C and total RNA purified using 23 
the RNeasy kit (QIAGEN). It was then treated with the RNase-free DNase Set Kit 24 
(QIAGEN) to completely eliminate all residual DNA. RNA quality was examined using an 25 
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). RNA-seq library construction and deep-26 
sequencing were carried out by the Genomics Unit at the Parque Científico de Madrid 27 
(Madrid, Spain). Ribosomal RNA was eliminated using the Ribo-Zero rRNA Removal Kit 28 
Page 24 of 50
Wiley-Blackwell and Society for Applied Microbiology
For Peer Review Only
 25
for bacteria (Illumina). Directional (strand-specific) libraries were constructed using the 1 
Illumina mRNA Sequencing Sample Preparation Kit (TruSeq) and sequenced in single-2 
end-read format (1x150) using the Illumina HiSeqTM 2000 system (Illumina). To obtain a 3 
homogeneous sequence dataset, short reads were quality-checked with FastQC 4 
(Babraham Bioinformatics; http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). 5 
These were then aligned against the P. putida KT2440 genome (NCBI reference sequence 6 
NC_002947.3) using Bowtie2 software (Langmead and Salzberg, 2012) employing the 7 
default parameters. About 3 million reads were obtained for each sample, 96-99% of which 8 
could be aligned with the P. putida KT2440 chromosome. Most were unique hits (>92.45% 9 
of total reads). Sorting and indexing of the alignment files (.bam files) was performed using 10 
the SAMtools software package (Li et al., 2009). The genomic alignment of the reads was 11 
visualized using the IGV browser (Robinson et al., 2011). Unique aligned reads were 12 
assigned to bacterial genes (quantification) with the HTSeq-count function of HTSeq 13 
Python package (Anders et al., 2015). The differential expression of genes between 14 
samples was quantified using the Bioconductor edgeR package (Robinson et al., 2010), 15 
employing the default parameters. Since only on  sample form each strain was analysed 16 
by RNA-seq, the statistical significance of the results was estimated using the 17 
recommended imputed dispersion value of 0.12 (Bioconductor edgeR manual; Robinson et 18 
al., 2010). This allowed false discovery rates (FDR) to be estimated. The FIESTA viewer 19 
was used to filter differentially expressed genes (Oliveros, 2007). Results of interest were 20 
confirmed by independent real-time RT-PCR assays. The complete raw dataset for the 21 
RNA-seq assays were deposited at the NCBI's Gene Expression Omnibus site 22 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) under accession code GSE110803. 23 
 24 
Quantitative analysis of proteomes by mass spectrometry (MS) using isobaric tagging 25 
relative and absolute quantitation (iTRAQ) 26 
Proteomic analyses were performed at the CNB-CSIC proteomics facility (Madrid, Spain; 27 
http://proteo.cnb.csic.es/proteomica/). Briefly, P. putida KT2440, KT2440Δhfq, KTVC and 28 
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the double mutant KTHC were cultured in M9 minimal medium with succinate as the 1 
carbon source. At mid-exponential phase (A600=0.6), 20 ml of culture were withdrawn and 2 
the cells harvested by centrifugation at 4°C. The pellets were resuspended in 2 ml of a 3 
lysis buffer containing 20 mM Tris, 7 M urea, 2 M thiourea, 5% (w/v) 3-((3-4 
cholamidopropyl)dimethylammonium)-1-propanesulfonate (CHAPS) and protease inhibitor 5 
cocktail tablets (Roche). Cells were disrupted by sonication on ice and the debris 6 
eliminated by centrifugation at 14,000 rpm for 30 min at 4°C. Proteins in the supernatant 7 
were precipitated with methanol/chloroform (Wessel and Flugge, 1984) and resuspended 8 
in 160 µl of a buffer containing 7 M urea, 2 M thiourea and 100 mM tetraethylammonium 9 
bromide. For iTRAQ tagging, 40 µg of proteins from each sample were digested overnight 10 
at 37°C with 4 µg of trypsin (Sigma-Aldrich). The resulting peptides were labelled for 2 h 11 
with iTRAQ tags (AB Sciex; one tag for each strain, 8-plex procedure) according to the 12 
manufacturer's recommendations. The labelled samples were mixed and cleaned through 13 
a C18 SEP-PAK column. An amount of sample equivalent to a total of 1 µg of labelled 14 
peptides was then analysed by liquid chromatography/mass spectrometry in an AB Sciex 15 
TRIPLE Q-TOF mass spectrometer.  16 
Protein identification and the analysis of protein differential expression were 17 
performed by Proteobotics S.L. (Madrid, Spain). Briefly, MS/MS spectra were exported to 18 
mgf format using Peak View v1.2.0.3 and searched using Mascot Server 2.5.1, OMSSA 19 
2.1.9, X!TANDEM 2013.02.01.1, and Myrimatch 2.2.140, against a composite target/decoy 20 
database built from the 5313 Pseudomonas putida (strain KT2440) sequences at Uniprot 21 
Knowledgebase (November 2015), together with commonly occurring contaminants. 22 
Search engines were configured to match potential peptide candidates with a mass error 23 
tolerance of 25 ppm and fragment ion tolerance of 0.02Da, allowing for up to two missed 24 
tryptic cleavage sites and a maximum isotope error (13C) of 1, considering fixed methyl-25 
methane-thiosulphonate (MMTS) modification of cysteine and variable oxidation of 26 
methionine, pyroglutamic acid from glutamine or glutamic acid at the peptide N-terminus, 27 
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and modification of lysine and peptide N-terminus with Tandem Mass Tags (TMT) 6-plex 1 
reagents. Score distribution models were used to compute peptide-spectrum match p-2 
values (Ramos-Fernández et al., 2008), and spectra recovered by a FDR ≤ 0.01 (peptide-3 
level) filter were selected for quantitative analysis. Approximately 1% of the signals with 4 
the lowest quality were removed prior to further analysis. Differential regulation was 5 
measured using linear models (López-Serra et al., 2014), and statistical significance was 6 
measured using q-values (FDR). All analyses were conducted using software from 7 
Proteobotics (Madrid, Spain). Proteins showing an abundance change of ≥1.4 fold (log2 of 8 
0.49), and a q-value of ≤0.05, were considered differentially expressed. 9 
 10 
Determination of bacterial cell iron content (ICP-MS) 11 
When cultures reached a turbidity of 0.6 (A600), cells from 15 ml samples were collected by 12 
centrifugation, dissolved in 20% nitric acid, and boiled. The iron content of the samples 13 
was determined by ICP-MS at the Servicio Interdepartamental de Investigación, belonging 14 
to the Universidad Autónoma de Madrid (Spain). The raw data (in µg/L) were normalized 15 
relative to the number of cells present in the sample (absorbance at 600 nm). The iron 16 
concentrations provided are the mean of two biological replicates. 17 
 18 
Pyoverdine detection 19 
Pyoverdine production was determined by fluorescence spectroscopy (excitation 405 nm, 20 
emission 460 nm), normalizing the fluorescence value obtained to the cell density of the 21 
culture (A600 nm), essentially as previously described (Baysse et al., 2001; Guillon et al., 22 
2012). Cells were cultured to stationary phase in LB medium, washed extensively three 23 
times in minimal salts M9 medium lacking iron, and inoculated into M9 medium containing 24 
either 84.5 or 0.3 µM iron to a turbidity of 0.03 (A600). 150 µl of the suspension were 25 
transferred (in triplicate) to 96-well black microtiter plates with clear flat bottoms (Costar). 26 
These were then incubated at 30°C with agitation in a Tecan microplate reader, measuring 27 
Page 27 of 50
Wiley-Blackwell and Society for Applied Microbiology
For Peer Review Only
 28
fluorescence and cell growth (A600) every 10 min for 18 h. Results are expressed as the 1 
mean of three technical replicates. Two independent assays were performed. 2 
To detect pyoverdine production in solid media, cells were cultured as indicated 3 
above, and 10 µl deposited on minimal salts M9 medium agar plates (1.5% agar) 4 
containing 84.5 µM iron, 30 mM succinate, and increasing concentrations of 2,2’-dipyridyl. 5 
The plates were incubated at 30°C for 48 h and pyoverdine production visualized by 6 
illumination with white light.  7 
 8 
Northern blots 9 
To generate an RNA probe against the PprrF1 and PrrF2 sRNAs, a DNA segment 10 
including the complete sRNA region was PCR amplified using primers prrF1-dir-EcoRI and 11 
prrF1-rev-PstI, or prrF2-dir-EcoRI and prrF2-rev-PstI (Table S1), which include restriction 12 
sites for EcoRI and PstI endonucleases. The resulting DNA fragments were digested with 13 
EcoRI and PstI and cloned into plasmid pSPT18 (Roche), to obtain plasmids pSPT18-14 
prrF1 and pSPT18-prrF2. These were linearized with EcoRI and employed as a template 15 
for an in vitro transcription reaction using the DIG RNA labelling kit (Roche) and SP6 RNA 16 
polymerase. To generate a probe against the 5S ribosomal RNA, a DNA fragment 17 
corresponding to the gene specifying the 5S RNA was PCR-amplified using primers 5S-18 
HindIII-fw and 5S-EcoRI-rv (Table S1), and the resulting fragment cloned between the 19 
HindIII and EcoRI sites of plasmid pSPT18, generating plasmid pSPT18-5S. This plasmid 20 
was linearized with HindIII and used as a template for an in vitro transcription reaction with 21 
T7 RNA polymerase as indicated above (Hernández-Arranz et al., 2016). 22 
For Northern blots, 2.5 µg total RNA purified from the indicated strains were resolved 23 
by electrophoresis on a 6% polyacrylamide gel containing 7 M urea and transferred to a 24 
Nylon Hybond N+ membrane (GE Healthcare Biosciences) with a semi-dry transfer unit 25 
(Trans-blot SD. Bio-Rad; 400 mA, 1 h). Membranes were UV-crosslinked and hybridized 26 
with a mixture of DIG-labelled probes against PrrF1-F2 and 5S. Bands were detected 27 
using the DIG Luminescent Detection Kit (Roche) and visualized by exposure to Agfa X-28 
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ray film, or with a Chemidoc device (BioRad).  The latter was used to quantify band 1 
intensity. The results shown are the mean of three independent assays.  2 
 3 
Identification of the prrF1 and prrF2 transcription start sites by primer extension 4 
The oligonucleotides used as primers for the extension reactions, PE PprrF1-INV and PE 5 
PprrF2B-INV (see Table S1), were end-labelled with [γ-32P]ATP and T4 polynucleotide 6 
kinase. 25 µg of RNA (obtained as indicated above) were mixed with 10 pmol of the end-7 
labelled primer and heated (80ºC, 5 min).  The oligonucleotide was allowed to anneal to 8 
the RNA by incubation (23ºC, 5 min). Primer extension was performed with 200 U 9 
SuperScript III (Promega) at 55ºC, as indicated by the supplier. The extended cDNA 10 
products were analysed by electrophoresis on a denaturing 6% urea-polyacrylamide gel, in 11 
parallel with a DNA sequence ladder obtained by the chemical sequencing (Maxam and 12 
Gilbert, 1980) of a DNA fragment obtained via PCR using oligonucleotides PE PprrF1-DIR 13 
and PE PprrF1-INV (the latter labelled with [γ-32P]ATP using T4 polynucleotide kinase), 14 
employing P. putida chromosomal DNA as template. The gel was dried, exposed to a 15 
phosphorimager screen and visualized using a Personal Molecular Imager (BioRad). 16 
 17 
Assay for β-galactosidase 18 
Overnight cultures in minimal salts M9 medium containing succinate as the carbon source 19 
were centrifuged and washed three times with M9 salts medium (i.e., lacking the trace 20 
elements solution, and therefore iron), and finally diluted to a turbidity (A600) of 0.05 in fresh 21 
M9 succinate medium containing the amount of iron indicated in each assay. Cells were 22 
allowed to grow at 30°C with vigorous aeration; aliquots were taken at various times and β-23 
galactosidase activity measured using o-nitrophenyl-β-D-galactoside as a substrate (Miller, 24 
1972). Three independent assays were performed. 25 
 26 
 27 
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Figure Legends 1 
 2 
Figure 1. Number of genes for which RNA levels were altered by more than 3-fold in 3 
strains KTVC (Crc-null, green circle), KT2440∆hfq (Hfq-null, blue circle) and KTHC (Crc-4 
null, Hfq-null, pink circle), compared to the wild type (KT2440), as deduced in RNA-seq 5 
assays. Genes affected in more than one mutant strain are indicated in the intersections of 6 
the circles. Cells were cultivated in M9 minimal salts medium containing succinate as the 7 
carbon source. The most important functions or genes affected in each mutant strain are 8 
indicated on the right. 9 
 10 
Figure 2. Effect of Hfq on the expression of genes involved in iron metabolism. (A) 11 
Simplified diagram of the synthesis, export and uptake of pyoverdine in Pseudomonas, 12 
and the involvement of the Fur protein and the PrrF1 and PrrF2 sRNAs in the regulation of 13 
iron homeostasis. The diagram is based on what it is known for different pseudomonads 14 
(see Cornelis et al., 2009; Cornelis, 2010; Schalk and Guillon, 2013). (B) Genes related to 15 
the synthesis, export, uptake and regulation of ferric siderophores, or to iron storage, that 16 
showed either increased (in red) or reduced (in green) RNA levels in the Crc-null (labelled 17 
as “1”), Hfq-null (labelled as “2”), or Crc/Hfq-null (labelled as “3”) strains relative to the wild 18 
type. The colours in (A) indicate the expression trend (e.g., pyoverdine receptors are 19 
indicated in red, although some of them showed reduced expression in the mutant strains 20 
analysed).  21 
 22 
Figure 3. Effect of Crc and Hfq on the production of pyoverdine. P. putida KT2440 (wild 23 
type), KTVC (Crc-null), KT2440∆hfq (Hfq-null) and KTHC (Crc-null, Hfq-null) were 24 
inoculated at a turbidity of 0.03 (A600) in minimal salts M9 succinate medium containing 25 
either 84.5 or 0.3 µM iron, transferred to a 96-well black clear-bottomed microtiter plate, 26 
and allowed to grow at 30°C. The amount of pyoverdine produced was followed by 27 
measuring fluorescence over time, as indicated in Experimental Procedures. Growth (A600) 28 
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was also monitored to normalize the fluorescence values relative to the turbidity of the 1 
cultures. (A). Fluorescence profiles (normalised to A600) for cells cultured under high 2 
(scattered lines) or low (continuous lines) iron concentrations. (B) Enlarged view of the 3 
fluorescence profile observed under low iron conditions. (C) Complementation of the hfq 4 
mutation by a plasmid bearing a wild type copy of the hfq gene (plasmid pHFQ). P. putida 5 
strains KT2440 (wt), KTVC (crc), KT2440∆hfq (hfq) and KT2440∆hfq containing plasmid 6 
pHFQ (hfq-pHFQ) were inoculated at a turbidity of 0.03 (A600) in iron-deficient medium (0.3 7 
µM iron); fluorescence was determined 4 hours later and normalised to A600. Values are 8 
the average of three assays; the significance of the difference between the signal obtained 9 
for each strain relative to that of the wild type strain is indicated (one-way ANOVA; ***, 10 
P<0.001”; “ns”, no significant difference). (D) Production of pyoverdine in agar plates. 10 µl 11 
of M9 succinate medium containing about 106 cells of the bacterial strains indicated above 12 
were spotted onto an M9 succinate medium agar plate containing 84.5 µM iron.  Where 13 
indicated, 1.2 mM of 2,2’-dipyridyl (DPD) were added to chelate the iron. Plates were 14 
incubated at 30°C; pyoverdine production can be visualized as a yellow/green pigment 15 
surrounding the bacteria.  16 
 17 
Figure 4. Total content of iron in cells. P. putida KT2440 (wild type), KTVC (Crc-null), 18 
KT2440∆hfq (Hfq-null) and KTHC (Crc-null, Hfq-null) were cultured in M9 succinate 19 
medium containing low (0.3 µM) or high (84.5 µM) iron concentrations.  At mid exponential 20 
phase (A600=0.6), the cells were collected and their iron concentration determined by ICP-21 
MS as indicated in Experimental Procedures. The data obtained were normalized relative 22 
to the number of cells present in the sample (absorbance at 600 nm). The values indicated 23 
are the means of three biological replicates. The initial iron concentration of the growth 24 
medium used is indicated with a red line.  25 
 26 
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Figure 5. Identification of the promoters of the genes encoding the PrrF1 and PrrF2 1 
sRNAs. (A, B) Location of the genes prrF1 (A) and prrF2 (B); the sequence of each sRNA 2 
is indicated in bold. The position of the transcription start site, as determined by primer 3 
extension (see C), is indicated by an arrow. The sequences at the -10 and -35 regions 4 
showing similarity to the consensus for the vegetative sigma factor are depicted, as are 5 
possible Rho-independent transcriptional terminators (stem-loops indicated by grey 6 
arrows), and a sequence showing similarity to the binding sequence of the Fur protein (red 7 
rectangle; for additional details, see Fig. S3). (C) Transcription start sites determined by 8 
primer extension, using RNA obtained from cells growing exponentially in M9 succinate 9 
medium containing 0.3 µM iron, and an appropriate end-labelled oligonucleotide (see 10 
Experimental Procedures). The size of the cDNA obtained was analysed in a denaturing 11 
urea-polyacrylamide gel; it was run side by side with a DNA sequence ladder obtained by 12 
the chemical sequencing of a 5’-end labelled DNA fragment (G+A reaction; indicated as 13 
“M”; Maxam and Gilbert, 1980). Arrows labelled “+1” indicate bands corresponding to the 14 
cDNA derived from the transcripts originated at promoters PprrF1 or PprrF2. 15 
 16 
Figure 6. Effect of Crc, Hfq and iron concentration on the levels of PrrF1 and PrrF2. Total 17 
RNA obtained from cells of strains KT2440 (wild type), KTVC (Crc-null), KT2440∆hfq (Hfq-18 
null) and KTHC (Crc-null, Hfq-null), cultured in M9 succinate medium containing low (0.3 19 
µM) or high (84.5 µM) iron concentrations, was resolved by denaturing gel electrophoresis 20 
and transferred to a nitrocellulose membrane. The presence of PrrF1 and PrrF2 was 21 
determined by hybridization with appropriate probes. (A) Probe complementary to the 22 
complete PrrF1 sequence; RNA was obtained from cells cultured under low iron 23 
conditions. (B) Probe complementary to the complete PrrF2 sequence; RNAs obtained 24 
from cells cultured under low (L) or high (H) iron conditions. A probe complementary to 5S 25 
rRNA was included in all cases as a loading control. Note that since PrrF1 and PrrF2 are 26 
very similar in size and sequence, and the electrophoresis was performed in 7 cm-long 27 
gels, the assay was unable to distinguish them. (C) PrrF1-F2 abundance; data are the 28 
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means and standard deviations of three assays. The significance of the differences 1 
between the indicated pairs (deduced via the two-tailed t-test) is shown (*P<0.1; **P<0.01; 2 
***P<0.001; “ns”, no significant difference). 3 
 4 
Figure 7. Effect of iron concentration (A, B), and of the Crc and Hfq proteins (C, D), on the 5 
activity of the PprrF1 and PprrF2 promoters. (A, B) P. putida KT2440 containing plasmids 6 
pPprrF1 (contains a PprrF1-lacZ transcriptional fusion) or pPprrF2 (contains a PprrF2-lacZ 7 
transcriptional fusion) was cultured in M9 succinate medium containing high (84.5 µM, 8 
continuous line) or low (0.3 µM, dashed line) iron, and β-galactosidase activity measured 9 
at different times. The graph shows the values recorded as a function of cell growth (A600). 10 
(C, D) P. putida KT2440 (wild type), KTVC (Crc-null), KT2440∆hfq (Hfq-null) and KTHC 11 
(Crc-null, Hfq-null) harbouring plasmids pPprrF1 or pPprrF2 were cultured in M9 succinate 12 
medium containing 0.3 µM iron, and their β-galactosidase activity measured. The figure 13 
shows the values observed in samples obtained at mid-exponential phase (A600 0.6-0.8). 14 
Three independent assays were performed; the differences in promoter activity between 15 
the wild type and the mutant strains were not significant (one-way ANOVA). 16 
 17 
18 
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• Those of the Hfq-null strain plus:
• Intermediary metabolism
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Lower RNA levels in Hfq-null strain
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Acyl-homoserine lactone acylase, pvdQ
L-ornithine N5-oxygenase, pvdA
Probable pyoverdine biosynth. prot., fpvG
Probable pyoverdine biosynth. prot., fpvH
Probable pyoverdine biosynth. prot., fpvJ
Probable pyoverdine biosynth. prot., fpvK
Cation ABC transporter, probable fpvC
Cation ABC transporter, probable fpvD
Cation ABC transporter, probable fpvE
Metal ion transport, problable fpvF
Pyoverdine ABC transporter, pvdT
Pyoverdine efflux protein, ompQ
Pyoverdine biosynthesis protein, pvdP
Dipeptidase, pvdM
Pyoverdine biosynthesis protein, pvdN
Pyoverdine biosynthesis protein, pvdO
Pyoverdine ABC export system, pvdE
Ferripyoverdine receptor, fpvA
Lipase/esterase family protein
Non-ribosomal peptide synthetase, pvdD
Non-ribosomal peptide synthetase, pvdJ
Non-ribosomal peptide synthetase, pvdI
Non-ribosomal peptide synthesis, syrP
Diaminobutyrate-2-oxoglut. transam., pvdH
















































ECF-6 sigma-70 factor, fpvI





Iron ABC trnp. subst. bind. prot. fbpA
Ferric sideroph. transp. tonB
Ferric sideroph. transp. exbD




















Red: Higher RNA levels than in wt
Green: Lower RNA levels than in wt
(1) In Crc-null strain
(2) In Hfq-null strain
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